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RESUMO

Tem havido um grande interesse na determinacdo das vias envolvidas na proliferacdo e
funcdo/disfungdo da célula beta e a aplicacdo deste conhecimento em terapias moleculares e
celulares da diabetes. A patogénese da diabetes melito tipo 2 (T2DM) é complexa, mas
frequentemente estd associada com obesidade e distirbios do metabolismo de lipidios
(hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia). A T2DM envolve o desenvolvimento de um quadro de
resisténcia periférica a insulina parcialmente compensada por hiperinsulinemia e hiperplasia da
célula beta pancredtica, resultando em intolerancia a glicose e hiperglicemia. Os mecanismos
interligando os estados de obesidade/hipercolesterolemia e resisténcia a insulina ao fendmeno da
hiperplasia da célula beta ndo sdo completamente conhecidos.

A presente dissertacdo teve como objetivos: 1) caracterizar um modelo animal adequado
para se estudar a proliferacdo e disfuncdo da célula beta pancredtica, e 2) avaliar, no pancreas
enddcrino desses animais, a possivel ativacdo da via de sinalizacdo Wnt/beta-catenina, conhecida
por estar envolvida no processo de proliferacdo celular em outros tecidos/6rgaos. Para tal, foram
empregados camundongos C57BL/6, wild-type (WT) e knockout para receptor de lipoproteina LDL
(LDLr-/-), os quais foram submetidos a dieta hiperlipidica (HF) por 60 dias. Apds a dieta HF, os
animais WT tornaram-se obesos e hipercolesterolémicos, bem como moderadamente
hiperglicémicos, hiperinsulinémicos, intolerantes a glicose e resistentes a insulina, caracterizando-os
como pré-diabéticos. Além disso, os animais alimentados com dieta HF apresentaram uma
diminui¢do significativa na resposta secretora das células beta a glicose. De modo geral, os animais
LDLr-/- apresentaram uma susceptibilidade relativamente mais alta a dieta HF, sugerida pela
acentuada hipercolesterolemia, intolerdncia a glicose, e reduzida secrecdo de insulina estimulada
por glicose observadas nestes animais. No entanto, a dieta HF induziu, de forma semelhante em
animais WT e LDLr-/-, uma diminui¢do significativa no contetdo celular de Cx36, uma proteina
associada a juncdo comunicante e um marcador de diferenciagcdo terminal da célula beta. Ambos os
grupos WT e LDLr-/- alimentados com dieta HF mostraram aumento na proliferacdo de células
beta, como avaliada pela imunomarcagdo das ilhotas para a proteina Ki67, mas apenas os animais
WT exibiram alteracdes morfométricas indicativas de hiperplasia do pancreas enddcrino, tais como
aumento na massa total de ilhotas e de células beta. Uma vez estabelecido que camundongos WT
alimentados com dieta HF por 60 dias consistiam em um modelo adequado para a segunda etapa
deste estudo, fomos investigar a possivel ativacio da via Wnt/beta-catenina nas ilhotas pancredticas
desses animais, avaliando-se a distribuicdo e expressdo celular das proteinas beta-catenina total,
beta-catenina ativada, c-Myc e ciclina D. A andlise por imunofluorescéncia para beta-catenina nio
mostrou acimulo citoplasmitico ou translocacdo para o nicleo desta proteina em ilhotas
pancredticas, que poderia indicar ativagdo da via Wnt/beta-catenina no nosso modelo de hiperplasia
do pancreas enddcrino. No entanto, a andlise por Western Blot revelou um aumento significativo na
expressao de beta-catenina ativada e ciclina D em ilhotas de animais alimentados com dieta HF em
relacdo ao grupo controle.

Concluindo, a dieta HF por 60 dias induz alteragdes metabdlicas tipicas da pré-diabetes em
animais WT e LDLr-/-. O estado de pré-diabetes estd associado a uma diminui¢do da expressdo de
Cx36 nas células beta pancredticas, sugerindo um possivel papel da comunicagdo intercelular
mediada pelas juncdes comunicantes na patogénese da T2DM. A maior susceptibilidade metabdlica
a dieta HF apresentada por camundongos LDLr-/-, em relacdo aos WT, pode ser explicada pela
maior deficiéncia na secrecdo de insulina em resposta a glicose e auséncia de hiperplasia
compensatdria do pancreas enddcrino. Ainda, a andlise preliminar de expressdo protéica de algumas
proteinas da via Wnt/beta-catenina sugere que esta via parece estar ativada durante o processo de
hiperplasia do pancreas enddcrino observada no nosso modelo animal.
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ABSTRACT

The pathogenesis of type 2 diabetes mellitus (T2DM) is often associated with obesity and
dyslipidemia (hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia). T2DM involves intolerance to
glucose and insulin resistance partially compensated by hyperinsulinemia and pancreatic beta cell
hyperplasia. The mechanisms linking obesity/hypercholesterolemia and insulin resistance to beta
cell hyperplasia are not fully known. The Wnt/beta-catenin signaling pathway has been reported to
be involved in cell growth and differentiation in several tissues/organs but its role in endocrine
pancreas development and function is still unclear.

This work aimed at: 1) establishing an appropriate animal model of T2DM to study
pancreatic beta cell proliferation and dysfunction and, 2) investigating a putative involvement of the
Wht/beta-catenin signaling pathway in the beta cell hyperplasia in this model. To this end, we
employed C57BL/6 wild-type (WT) and LDL lipoprotein receptor knockout (LDLr-/-) mice, fed a
high fat (HF) diet for 60 days. After feeding a HF diet, WT mice became obese,
hypercholesterolemic and moderately hyperglycemic, hyperinsulinemic, glucose intolerant and
insulin resistant, characterizing them as pre-diabetics. Moreover, animals fed a HF diet showed a
significant decrease in beta-cell secretory response to glucose. In general, LDLr-/- animals showed
a relatively higher susceptibility to HF diet, as suggested by a marked hypercholesterolemia,
glucose intolerance and reduced insulin secretion stimulated by glucose observed in these animals
as compared to the control ones. However, HF diet induced similarly in both WT and LDLr-/- mice
a significant decrease in cellular content of Cx36, a gap junctional protein and marker of terminally
differentiated beta cell. Both WT and LDLr-/- fed a HF diet showed increased proliferation of beta
cells, as assessed by Ki67 immunostaining, but only WT mice exhibited morphometric changes
indicative of endocrine pancreas hyperplasia, such as increased total islet and beta cell masses.
After we investigated a possible activation of Wnt/beta-catenin signaling pathway in these
hyperplasic pancreatic islets of WT animals fed a HF diet. This was done by assessing the
distribution and cellular protein expression of some proteins associated to this pathway (i.e., total
and activated beta-catenin, c-Myc and cyclin D) in islets of our animal model. Beta-catenin
immunofluorescence showed no cytoplasmic accumulation or translocation into the nucleus of beta
cells in HF-fed mice. However, immunoblotting revealed a significant increase of unphosphorylated
beta-catenin (activated) and cyclin D expression in islets of HF diet-fed animals when compared to
its control group.

In conclusion, a HF diet for 60d induced pre-diabetes state in both WT and LDLr-/- mice.
The pre-diabetes state is associated with a decreased expression of Cx36 in pancreatic beta cells,
suggesting a possible role of intercellular communication mediated by gap junctions in the
pathogenesis of T2DM. The relatively high metabolic susceptibility to the HF diet showed by
LDLr-/- mice, as compared to WT, may be explained by a marked impairment of glucose-
stimulated insulin secretion and a lack of compensatory hyperplasia of the endocrine pancreas. In
addition, the protein expression analysis suggests that the Wnt/beta-catenin pathway may be
activated during the islet hyperplasia process in our animal model.
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LISTA ABREVIATURAS

APC - Proteina Polipose Adenoma de Colo (do inglés, Adenomatous Polyposis Coli).

CK1 - Proteina Caseina-cinase 1 (do inglés, Casein Kinase I).

Cx36 — Proteina de jun¢do comunicante, Conexina 36.

Dsh — Proteina Dishevelled (Dishevelled Protein).

GJIC - Juncgdes comunicantes intercelulares (do inglés, Gap Junction Intercellular
Communication).

GSK3p - Glicogénio-sintase-cinase 33 (Glycogen Synthase Kinase 3p).

GTT - Teste de Tolerancia a Glicose Oral (do inglés, Glucose Tolerance Test).

HF, dieta - dieta hiperlipidica (do inglés, High-Fat).

ITT - Teste de Tolerancia a Insulina (do inglés, Insulin Tolerance Test).

LDLr-/- - Camundongos C57BL/6 knockout para receptor de lipoproteina LDL.

LF, dieta — Dieta padrdo (do inglés, Low-Fat).

LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade.

LRP - Proteina relacionada a LDL (do inglés, Low-density lipoprotein receptor Related
Protein).

RT - Temperatura ambiente (do inglés, Room Temperature).

T2DM - Diabetes Melito tipo 2 (do inglés, Type 2 Diabetes Mellitus).

TA — Temperatura ambiente.

TCF/LEF1 — Proteina de regulacdo génica (do inglés, T Cell specific Fator/Lymphoid
Enhancer-binding Factorl).

WT - camundongos C57BL/6 selvagem (do inglés, Wild-Type).
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INTRODUCAO

1 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo estd estruturada em quatro capitulos. O atual capitulo apresenta
uma visdo geral do tema, descrevendo de forma sucinta o pancreas enddcrino com &nfase a
biologia da célula beta e a via de sinalizacio Wnt/beta-catenina, e define os objetivos e
justificativas da dissertagcdo. O capitulo II aborda, na forma de artigo cientifico, os
resultados da caracterizacdo metabodlica e a repercussdo da dieta hiperlipidica no modelo
animal diabetes tipo 2, C57BL/6 wild-type (WT) e knockout para receptor de LDL (LDLr-/-
). A seguir, o capitulo III apresenta, também na forma de artigo cientifico, os resultados da
andlise da possivel ativacdo da via Wnt/beta-catenina em animais que apresentam
hiperplasia do pancreas enddcrino apds dieta hiperlipidica. Por fim, no capitulo IV sio

apresentadas as conclusdes gerais obtidas com o desenvolvimento desta dissertagao.

2 INTRODUCAO AO TEMA DA DISSERTACAO

2.1 PANCREAS ENDOCRINO — MORFOLOGIA E FUNCAO

O pancreas € uma glandula mista, com fun¢do tanto enddcrina como exdcrina. A
por¢do endocrina € composta por unidades morfo-funcionais denominadas ilhotas de
Langerhans, as quais sdo constituidas por cinco tipos celulares secretores de diferentes
hormonios envolvidos, direta e indiretamente, na homeostase glicémica: 1) células beta ou
B, responsdveis pela secrecdo de insulina, importante hormonio de agdo hipoglicemiante,
que induz a captacdo de glicose da corrente sanguinea pelos tecidos/6rgdos para sua
metabolizacdo intracelular; 2) célula alfa ou A, responsavel pela secrecio do hormodnio
glucagon de fun¢do hiperglicemiante; 3) célula delta ou D, responsaveis pela secrecdo de
somatostatina, hormonio de acdo pardcrina, que regula a liberagdo de insulina e glucagon;

4) célula PP, que parece exercer uma fun¢do inibidora na secrec@o do pancreas exdcrino; 5)
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célula épsilon ou E, produtoras de grelina, relacionada a inibi¢do da secre¢do de insulina

(Andralojc et al., 2009; Ekblad & Sundler, 2002; Kanno et al., 2002; Orci, 1976).

Histologicamente, a ilhota apresenta um formato arredondado ou ovalado, revestida
por uma delicada capsula de tecido conjuntivo frouxo rico em fibras reticulares, e seu
parénquima € constituido por corddes das células enddcrinas entremeados por uma rica rede
de capilares sanguineos do tipo fenestrado. Com relac@o a disposic@o ou arranjo das células
enddcrinas na ilhota, em roedores, as células beta ocupam a regido central, células alfa,
delta e épsilon localizam-se na periferia da ilhota. As células PP também estao,

preferencialmente, dispostas na periferia da ilhota (Andralojc et al., 2009; Orci, 1976).

Tanto a histologia como a citoarquitetura ou arranjo preferencial dos tipos celulares
dentro da ilhota de vérias espécies, incluindo a humana, parece ser fundamental para o seu
funcionamento. A organizagdo histoldgica e arranjos celulares das ilhotas modificam-se ao
longo do desenvolvimento animal, paralelamente a maturacdo funcional do pancreas
enddcrino (Carvalho et al., 2006). Alteragdes na morfologia e citoarquitetura normal das
ilhotas s@o observadas em animais com quadro estabelecido de diabetes ou em modelos in
vitro de disfuncdo secretora de insulina (Wong et al., 2003; Hong et al., 2002; Janssen et

al., 2001; Cirulli et al., 1993).

Em cada ilhota, as diferentes células enddcrinas se conectam, de forma homotipica
ou heterotipica, por meio das juncdes intercelulares do tipo oclusdo, comunicante, aderente
e desmossomos, como demonstrado por microscopia eletronica (Orci, 1976; Orci et al.
1975). Tais contatos intercelulares parecem ser cruciais para o perfeito funcionamento deste
O0rgdo, em especial para a secrecdo de insulina pela célula beta. Ha evidéncias que as
juncgdes celulares e suas proteinas constitutivas participem de processos tais como a adesdao
e homeostase celular, bem como da organizacdo e citoarquitetura das ilhotas (Collares-

Buzato et al., 2001; Cirulli ef al., 1993; Orci, 1976; Orci et al., 1975).

Dentre as juncOes intercelulares, a juncdo comunicante foi a mais estudada no
pancreas enddcrino, sendo documentada a presenca de dois principais subtipos de

conexinas que compdem os canais intercelulares desta juncdo nas células enddcrinas
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pancredticas: a conexina 43 (Cx43) e a conexina 36 (Cx36) (Serre-Beinier et al., 2000;
Vozzi et al., 1995; Meda et al., 1991). Evidéncias tém destacado a importancia do
acoplamento das células beta mediado pelas juncdes comunicantes no controle da
biossintese e secre¢do de insulina. Células beta isoladas das ilhotas pancredticas mostram
significante comprometimento da resposta secretdria estimulada de insulina que € revertido
quando do restabelecimento destes contatos intercelulares (Bosco & Meda, 1997; Pipeleers
et al., 1994; 1982; Halban et al., 1982). Diversos procedimentos experimentais conhecidos
por induzirem significativa secre¢do pancredtica de insulina, como exposicdo a altas
concentragdes de glicose, a certas drogas como glibenclamide e o tratamento com o
hormdnio prolactina induzem significante aumento na expressio de conexina € no
acoplamento das células beta mediado pelas jun¢des comunicantes (Collares-Buzato et al.,
2001; Sorenson et al., 1987; Meda et al., 1979). Trabalhos, empregando a linhagem de
células beta, MING6, transfectadas com cDNA anti-sense para Cx36, ou camundongos
transgénicos, mostram que a perda da expressdo de Cx36 pelas células beta pancredticas
resulta em comprometimento da sincronizacdo das oscilagdes intracelulares de cédlcio, em
secrecdo basal aumentada de insulina e resposta secretora deficitdria de insulina a
concentragdes fisiologicas de glicose e a outros secretagogos (Wellershaus et al., 2008;
Ravier et al., 2005; Calabrese et al., 2003). Recentemente, demonstramos que a expressao
de Cx36 aumenta significantemente durante o processo de maturacdo da célula beta em
condicdes in vitro e in vivo (Carvalho et al., 2010; Leite et al., 2005; Collares-Buzato et al.,

2001).

Além das juncdes comunicantes, dados do nosso grupo de pesquisa mostraram que
as células enddcrinas pancredticas expressam também proteinas reconhecidamente
associadas as juncdes de adesdo (caderinas, a- e B-cateninas) e de oclusdo (ZO-1), e que tal
expressao pode ser regulada tanto in vitro como in vivo. Demonstramos que ilhotas de ratos
recém-nascidos sofrem maturagdo parcial do processo de secrecdo de insulina em cultura,
na presencga e auséncia de prolactina e, paralelamente, expressam quantidade aumentada de
proteinas associadas a juncdo aderente (incluindo a beta-catenina) e de oclusdo, mas ndo do

citoesqueleto (vinculina e beta-actinina) (Collares-Buzato et al. 2004, 2001). Ainda, a
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expressao juncional dessas proteinas parece aumentar ao longo do desenvolvimento do
pancreas enddcrino em ratos, correlacionando-se com a aquisicdao da resposta secretoria de
insulina induzida pela glicose nestes animais (Martins et al., 2006). Entretanto, ainda nio
estd estabelecido se essas juncdes intercelulares e suas proteinas constitutivas tém um papel
adicional ao de adesdo intercelular, como, por exemplo, nos processos de proliferacio e

diferenciac@o da célula beta (Collares-Buzato, 2007).
2.2 PROLIFERACAO E DIFERENCIACAO DA CELULA BETA PANCREATICA

A disfuncdo da célula beta e/ou a reducdo substancial do nimero deste tipo celular
no pancreas enddcrino sdo determinantes na patogénese de todas as formas de diabetes.
Estudos em modelos animais, entretanto, sugerem que a célula beta tem uma capacidade
adaptativa supreendente frente a uma demanda aumentada de insulina, como no estado de
resisténcia periférica e obesidade (Liew & Andrews, 2008; Sone & Kagawa, 2005). Nestes
casos, hd um incremento significativo na massa de célula beta. Os mecanismos
intracelulares envolvidos no processo de proliferacao e diferenciacdo da célula beta in vivo
téem sido alvos de investigacdo por parte de grupos interessados na terapia celular para

tratamento da diabetes (Liew & Andrews, 2008).

A inducdo de diferenciacdo de células beta € bastante complexa, uma vez que
envolve a expressdo regulada de diversos fatores de transcri¢ao e proteinas dentre as quais
se destacam o fator de transcricdo Ngn3 (Neurogenin 3), Nkx2.2 e Nkx6.1 (fatores de
transcricdo do homeodominio NK), além das proteinas transportador de glicose 2
(GLUT?2), MafA e a Cx36 (Bavamian et al., 2008; Ackerman & Gannon, 2007). A célula
beta terminalmente diferenciada ndo somente expressa o gene da insulina mas
principalmente € sensivel a glicose, tendo capacidade de produzir e secretar quantidades
adequadas do hormodnio de acordo com a concentragdo plasmdtica deste monossacarideo

(Liew & Andrews, 2008).

A secrecdo de insulina pelas células beta pode ser também estimulada por outros
secretagogos, tais como aminodcidos, dcidos graxos e acetilcolina (Guyton, 2006). O

principal secretagogo estudado, no entanto, é a glicose que estd envolvida nas vias de
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secrecdo bifdsica estimulada pela glicose, a via independente e dependente de canais de
potdssio sensiveis ao ATP. A ativacdo destas vias ocorre com o aumento da glicose
plasmadtica, a qual é captada pela célula beta através do transportador GLUT-2 (Straub &
Sharp, 2002). A secrecdao estimulada por glicose dependente de canais de potdssio é
iniciada com sua metabolizacdo que ocasionard o aumento intracelular de ATP. Isto altera a
relacio ATP/ADP no citoplasma, levando ao fechamento dos canais de potédssio ATP-
dependentes. Ocorre, entdo, aumento na concentracdo de potdssio intracelular e
despolarizacdo da membrana celular, desta forma h4 abertura dos canais de cdlcio
voltagem-dependentes com conseqiiente aumento deste ion no interior da célula beta,
levando a exocitose dos granulos de insulina. (Liew & Andrews, 2008; Straub & Sharp,
2002). O comprometimento nas etapas de secrecdo da célula beta leva invariavelmente a
disfun¢do secretéria de insulina, podendo resultar em diabetes melito que, quando nao
tratada, desencadeia uma série de problemas decorrentes da falta de incorporacao de glicose

podendo levar a morte do portador (Guyton, 2006).

E sabido, entretanto, que as alteracdes metabélicas que precedem a diabetes tipo 2
sdo acompanhadas por alteracdes compensatdrias do pancreas enddcrino, como aumento na
secrecao de insulina e hiperplasia/hipertrofia da célula beta (Sone & Kagawa, 2005). H4 um
grande interesse na determinacao das vias envolvidas na proliferacdo da célula beta, dada a
possibilidade da aplicagdo deste conhecimento na terapia celular da diabetes. Vérios fatores
de proliferacdo celular parecem regular o ciclo celular da célula beta tais como: as ciclinas e
as proteinas quinases dependentes de ciclina; os fatores que agem através dos receptores de
tirosina quinases (RTKSs); os fatores que agem através da via JAK/STAT; os fatores que
agem através de receptores acoplados a proteina G, etc. (Yesil & Lammert, 2008).
Entretanto, em particular, a via de sinalizacdo da Wnt/beta-catenina tem sido pouco
investigada no pancreas enddcrino. Foi demonstrado que a beta-catenina participa nao
somente como um componente estrutural das juncdes de adesdo, mas também € uma
molécula sinalizadora juntamente com a Wnt, as quais sdo importantes em VAarios processos

celulares, tais como diferenciacdo e proliferacao (Jin, 2008; Murtaugh, 2008).
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2.3 VIA DE SINALIZACAO DA WNT/BETA-CATENINA

As Wnts fazem parte de uma familia de proteinas sinalizadoras secretadas que
desempenham suas fun¢des através de mecanismos autdcrinos e paracrinos. Essas proteinas
interagem com um receptor, denominado Frizzled, e um co-receptor chamado LRP
(lipoprotein receptor-related proteins) e desencadeiam uma reagdo em cascata resultando
no acimulo de beta-catenina no citoplasma. Este pool de beta-catenina € deslocado até o
nicleo onde ocorre interagdo com fatores de transcri¢do, como o TCF/LEF1 (T Cell specific
Fator/Lymphoid Enhancer-binding Factor); esse complexo protéico ativa a expressdo de
genes alvo como c-Myc e ciclina D, que, por sua vez, ativam o processo de proliferacao
e/ou diferenciacdo celular (Murtaugh, 2008; Welters & Kulkarni, 2008). Na auséncia do
estimulo da Wnt, o nivel da beta-catenina citoplasmdtica é mantido baixo através da sua
interacdo com a molécula caderina nos sitios de adesdo intercelular da membrana
plasmdtica ou por degradagdo no proteossoma desencadeada pela fosforilagdo da beta-
catenina pelo complexo formado por GSK3p/Axina/APC. A ativagdo da via de sinalizacdo
Wnt leva a inibicdo da GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3p) mediada pela proteina
citoplasmatica Dsh (Dishevelled Protein) e consequentemente a acumulacdo da beta-

catenina no citoplasma e nicleo (Murtaugh et al., 2008) (Figura 1).

Trabalhos recentes demonstraram que a via da Wnt/beta-catenina influencia
multiplos processos no desenvolvimento animal. Li et al. (2005) relataram que esta via de
sinalizacdo desempenha fungdes no desenvolvimento do cérebro, espinha dorsal e em
diversas sub-populacdes de neur6nios motores e sensoriais. Ainda, no sistema nervoso
central, a Wnt/beta-catenina esta relacionada com desenvolvimento de vasos sanguineos do
tecido neural (Daneman et al., 2009). Outro 6rgao no qual a via Wnt tem sido investigada é
o figado; sabe-se que a mesma interfere em diversas fungcdes como desenvolvimento,

crescimento, regeneracdo e metabolismo deste 6rgao (Thompson & Monga, 2007).
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Figura 1. Via de sinalizacdo da Wnt/beta-catenina (explicacao no texto; esquema adaptado
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&

do publicado por Murtaugh et al., 2008).

O interesse pelo estudo da via da Wnt/beta-catenina no pancreas tem surgido mais
recentemente. Foi demonstrado que a inibicdo desta via parece ser essencial para a
especificacdo do tecido pancredtico durante o desenvolvimento do endoderma, enquanto
que o crescimento e diferenciagdo do pancreas exdcrino no feto dependem da via estar ativa
(Murtaugh, 2008). Entretanto, o papel da via da Wnt/beta-catenina no desenvolvimento e
funcdo das células enddcrinas pancredticas, incluindo a célula beta, permanece controverso.
Dessimoz e colaboradores (2005) observaram, em camundongos knockout condicional para
beta-catenina, uma pequena diminuicdo na massa da ilhota pancredtica associada a um
quadro de pancreatite. Murtaugh e colaboradores (2005), por sua vez, verificaram,
utilizando um outro animal knockout para beta-catenina, uma reduc¢do dramdtica no
tamanho do pancreas, especificamente da sua por¢do exdcrina. Por outro lado, um trabalho
independente utilizando embrides de galinha relatou que a ativacdo da beta-catenina inibe a

diferenciacdo do pancreas enddcrino por um comprometimento da expressdo génica da
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neurogenina 3 (um dos marcadores da célula beta) (Pedersen et al., 2005). Embora os dados
referentes a importancia da via Wnt/beta-catenina no desenvolvimento do pancreas
enddcrino sejam ainda bastante inconsistentes, hd evidéncias sugerindo um papel para esta
via na proliferacdo e funcdo das células beta pancreaticas no animal adulto. Camundongos
knockout para o co-receptor da Wnt, o LRP, apresentam um comprometimento da
homeostase glicemica e da secrecdo de insulina estimulada por glicose (Fujino et al., 2003).
Rulifson e colaboradores (2007) demonstraram que a ativacdo pds-natal da beta-catenina
nas células beta resulta em aumento da proliferacdo deste tipo celular enquanto que a
expressao aumentada (induzida) da Axina 2 (uma antagonista da via da Wnt/beta-catenina)
tem um efeito oposto. E importante ressaltar, entretanto, que esses estudos de “perda e
ganho de funcdo” (loss-of-function; gain-of-function), embora vdlidos para se investigar a
importancia de certa proteina ou via de sinaliza¢do, ndo comprovam definitivamente que tal

via desempenha um papel em situacdes fisiopatologicas.
2.4 MODELO ANIMAL DA DIABETES T1PO 2

Existem varios modelos animais de diabetes envolvendo a administracdo de drogas,
dietas especiais ou mesmo animais transgénicos. Nosso grupo de pesquisa, objetivando o
estudo do papel das interagdes célula-célula mediadas pelas juncdes intercelulares na
patogénese da diabetes tipo 2, tem empregado um modelo experimental de disfuncdo
pancredtica que utiliza camundongos C57BL/6, wild-type e knockout para o receptor da
lipoproteina LDL, que desenvolvem um quadro de diabetes melito do tipo 2 como resultado
da ingestdo de racdo com alto teor de lipideos (De Souza et al., 2005; Winzell and Ahrén
2004; Shafrir et al., 1999; Surwit et al., 1988). Dentre as vérias linhagens de camundongos,
a linhagem C57BL/6 parece ser a mais sensivel a dieta, devido possivelmente a uma pré-
disposicdo genética (Surwit et al., 1988). Existem evidéncias mostrando que os animais
LDLr-/- possuem uma maior susceptibilidade metabdlica a dieta, uma vez que sdo
hipercolesterolémicos e hipertrigliceridémicos, e, portanto, o efeito lipotdxico sobre a
célula beta poderia ser mais acentuado nesses animais (Poitout & Robertson, 2008; Drolet

et al., 2006; Schreyer et al., 2002). O uso de ambos os animais, wild-type e knockout pode
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fornecer, assim, um espectro de diferentes graus de respostas metabdlicas e funcionais do

pancreas enddcrino, 0 que nos parece interessante para o presente estudo.

Este modelo tem sido utilizado para estudar a patogé€nese da ateroesclerose
associada a resisténcia periféria a insulina, a diabetes melito ndo dependente de insulina
(tipo 2) e a obesidade (Drolet et al., 2006; Schreyer et al., 2002). Entretanto, a repercussao
na funcdo pancredtica enddcrina da ingestdo de racdo com alto teor de lipidios tem sido
pouco investigada. Trabalhos descrevendo alteracdes funcionais e morfométricas do
pancreas enddcrino neste modelo empregando camundongos CS57BL/6 wild-type sdo
escassos (Sone & Kagawa, 2005; Ahrén et al., 1997) e os dados concernentes aos aspectos
histolégicos (estrutura e citoarquitetura) e morfométricos (tais como, nimero, area/volume,
massa relativa, etc.) das ilhotas pancredticas sdo incompletos e inconsistentes. Sone &
Kagawa (2004) demonstraram que camundongos machos alimentados com racdo
hiperlipidica apresentaram aumento da massa relativa de célula beta e da ilhota, associado
com hiperinsulinemia e hiperglicemia apds 4 meses com esta alimentagdo. Apods
estabelecimento da diabetes (caracterizada por hiperglicemia e resisténcia periférica a
insulina nio associada com uma hiperinsulinemia) com 12 meses de dieta, os animais
apresentaram uma diminui¢do significativa da massa de célula beta. Ahrén et al. (1997),
por sua vez, observaram nenhuma alteracdo significativa da morfologia geral e da area da
ilhota de camundongos fémeas submetidos a racdo hiperlipidica por 3 meses. Tais
discrepancias podem ser resultantes de diferengas no sexo do animal, composi¢io e tempo
de alimentacdo com a ragdo. Até o momento, ndo encontramos na literatura trabalhos
investigando a resposta morfométrica pancredtica enddcrina frente a dieta hiperlipidica em

animais LDLr-/-.

3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

A presente dissertacdo teve como objetivos gerais investigar: 1) se as alteracdes

metabdlicas induzidas pela exposi¢do a dieta hiperlipidica, por um curto periodo de tempo,
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sdo acompanhadas por alteracdes compensatdrias do pancreas enddcrino, como disfungdo
secretora e hiperplasia da célula beta, nos animais wild-type (LDLr+/+) e knockout (LDLr-
/-), que diferem quanto ao quadro metabdlico de lipidios e carboidratos e 2) o possivel
envolvimento da via de sinalizacdo da Wnt/beta-catenina no processo de proliferacdao

compensatoria da célula beta no modelo caracterizado.

Para tal, foram desenvolvidas as seguintes etapas: 1) avaliacio metabdlica deste
modelo animal de diabetes tipo 2, analisando-se os parametros de peso do animal, glicemia
(em jejum e pds-prandial), resposta ao Teste de Tolerancia a Glicose Oral (GTT) e ao Teste
de Tolerancia a Insulina (ITT), 2) avaliacio dos aspectos funcionais (concentragdo
plasmadtica de insulina e secrecdo estdtica estimulada de insulina por ilhota), bem como dos
aspectos histolégicos e morfométricos (nlimero estimado de ilhotas, massa total das ilhotas
e das células beta, etc.) do pancreas enddcrino nestes animais, wild-type e knockout para o
receptor da LDL, submetidos a dieta hiperlipidica; e 3) investigacdo da possivel ativacdo da
via da Wnt/beta-catenina no pancreas enddcrino nestes animais, analisando-se a expressao e
localizagdo celular de proteinas associadas a esta via (beta-catenina ativada ou nio, ciclina
D e c-Myc). Para estudar esses parametros nas fases iniciais do desenvolvimento da
diabetes, neste modelo, camundongos da linhagem C57BL/6 foram alimentados com dieta

hiperlipidica por um periodo curto de 60 dias.

Acreditamos que o desenvolvimento do projeto que originou esta dissertagcdo trard
contribuicdes na drea da biologia do pancreas enddcrino, bem como no estudo dos
mecanismos do diabetes tipo 2. Além disso, este trabalho visou investigar uma via de
proliferagdo ainda pouco estudada nas ilhotas pancredticas, sobre a qual hd controvérsias a
respeito de sua importancia na proliferacao das células beta (Murtaugh, 2008). Trabalhos

como este poderdo dar subsidio as investigacdes sobre terapia celular da diabetes melito.
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DECREASED CX36 ISLET CONTENT AND IMPAIRED
COMPENSATORY BETA CELL FUNCTION AND GROWTH IN
RESPONSE TO HIGH FAT DIET IN LDL RECEPTOR KNOCKOUT
MICE.

ABSTRACT

Insulin secretion is a complex process that depends on several extra- and intracellular events,
including the gap junction-mediated intercellular communication (GJIC). The reasons for beta cell
dysfunction in type 2 diabetes mellitus (T2DM) are not completely understood. Mice deficient of
the lipoprotein LDL receptor (LDLr-/-) have been used as a model of primary
hypercholesterolaemia, a risk factor of type 2 diabetes. This work investigates the gap junctional
connexin 36 (Cx36) islet content and the functional and growth response of pancreatic beta cells to
a high fat diet (HF) for 60 days in wild-type (WT, LDLr+/+) and lipoprotein LDL receptor
knockout (LDLr-/-) C57BL/6 adult mice. After HF diet, WT animals became obese and
hypercholesterolaemic as well as moderate hyperglycemic, hyperinsulinemic, glucose intolerant and
insulin resistant characterizing them as pre-diabetic. In addition, HF diet-fed mice displayed a
significant decrease in secretory response of beta cells to glucose. Overall, LDLr-/- mice displayed a
relatively high susceptibility to the diet as judged by their marked hypercholesterolemia and
intolerance to glucose, and highly decreased glucose-stimulated insulin secretion per islet.
Nevertheless, HF diet induced similarly in WT and LDLr-/- mice a significant decrease in Cx36
beta cell content as revealed by immunohistochemistry and Western Blot. Both WT and LDLr-/-
groups fed a HF diet showed an increase in proliferation of beta cells as assessed by Ki67
immunolabelling, but only WT displayed morphometric changes indicative of hyperplasia of the
endocrine pancreas such as an increase of the total islet and beta cell masses. Concluding, the pre-
diabetic state in both WT and LDLr-/- is associated with a decreased Cx36 expression that suggests
a possible role of the GJIC in the pathogenesis of T2DM. The higher metabolic susceptibility to HF
diet seen in LDLr-/- mice, as compared to WT, may be explained by a deficiency in insulin
secretory response to glucose and the absence of compensatory hyperplasia of the endocrine

pancreas.
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1 INTRODUCTION

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is one of the most prevalent metabolic disease
affecting hundreds million people worldwide. T2DM has often an adulthood onset and is
characterized initially by a moderate fasting hyperglycemia associated with marked
peripheral insulin resistance state partially compensated by beta cell hyperplasia (Tripathy
& Chaves, 2010; Prentki & Nolan, 2006; Rhodes, 2005). In later stages, decrease in beta
cell function and mass leads to dependence on insulin reposition in T2DM (Tripathy &
Chaves, 2010; Prentki & Nolan, 2006; Rhodes, 2005). Insulin secretion is a complex
process that depends on several extra- and intracellular events, including ATP-dependent
K" channel-mediated membrane depolarization, voltage-dependent Ca®* channel opening
resulting in Ca** entry and intracellular increase of this cation and gap junction (GI)-
mediated intercellular Ca** oscillation synchronization (Suckale & Solimena, 2008; Serre-
Beinier et al., 2002). The reasons for beta cell dysfunction in T2DM are not completely
understood. Nevertheless, it has been demonstrated that diabetic animals display
impairment of several steps involved in the stimuli-secretion coupling process probably
caused by chronic exposure to hyperglycemia and/or hyperlipidemia, respectively referred
to as glycotoxicity and lipotoxicity (Del Prato, 2009; Poitout & Robertson, 2008; Prentki &
Nolan, 2006).

Obesity and dyslipidemia are well-known positive risk factors for the development
of T2DM (Ding et al., 2010; Prentki & Nolan, 2006). Recent data suggest that intracellular
cholesterol and free fatty acid levels may influence beta cell function and survival (Peyot et
al., 2010; Del Prato, 2009; Allagnat et al., 2008; Rhodes, 2005). In vitro exposure of beta
cell line to lipids leads to reduced gap junctional Cx36 islet expression and concomitantly
to an elevated basal insulin secretion and blunted response to glucose, both defects known
to follow diabetic state in vivo (Allagnat et al., 2008). We have recently demonstrated that
high fat diet-fed wild type mice, that became obese and pre-diabetic, displayed a decrease
in beta cell secretory response and concomitantly a reduced gap junctional Cx36 islet
content associated with decreased GJ plaque size and impairment of gap junctional beta

cell-beta cell coupling (Carvalho, 2009).
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Transgenic animals have been designed for investigating the influence of
dyslipidemia on cardiovascular abnormalities and metabolic disturbances (Eto et al., 2002;
Fan & Watanabe, 2000). Low density lipoprotein receptor (LDLr) knockout (LDLr-/-) mice
have been used extensively as a research model to study pathways involved in LDL-
mediated lipid metabolism and as an animal model of atherosclerosis and familial
hypercholesterolemia (Coenen & Hasty, 2007; Merat et al., 1999; Palinski et al., 1995).
Nevertheless, the effect of deficiency of LDLr on carbohydrate metabolism and especially
on beta cell function has been less explored and has yielded conflicting data (Karagiannides
et al., 2008; Schreyer et al., 2002). The LDLr removes cholesterol-rich intermediate density
lipoproteins (IDL) and LDL from the plasma compartment, thereby regulating plasma
cholesterol levels (Brown & Goldstein, 1986). Therefore, LDLr-deficient mice display
hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia that are aggravated following fat-enriched
diets (Coenen & Hasty, 2007; Schreyer et al., 2002; Palinski et al., 1995). In this work, we
investigated the effect of low-fat (LF) and high-fat (HF) diets on Cx36 islet content and
beta cell secretory function and growth in wild-type (WT; LDLr+/+) and LDLr-/- C57BL/6
mice. By employing these different mice and diets, we expected to obtain animals that
display different degrees of hypercholesterolemia and metabolic responses to diets, yielding
a suitable model to investigate the influence of dyslipidemia and associated metabolic

disturbances on beta cell communication, function and growth.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 ANIMALS AND DIETS

Male and female C57BL/6 wild type and LDLr-deficient mice were obtained from
the breeding colony of the University of Campinas (UNICAMP, Campinas, Brazil) and
housed at 25°C on a 12h light/dark cycle. Mice, aged 16" to 20™ weeks, had access to a
standard chow diet (LF) (Nuvital CR1, Colombo, Parand, Brazil) (composition: 4.5 g%
lipid, 53 g% carbohydrate and 23 g% protein) or to a high fat diet (HF, composition: 21 g%
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lipid, 50 g% carbohydrate and 20 g% protein) and water ad libitum during 8 weeks (60
days). All experiments were performed in female and male mice since no significant
differences between sexes were observed regarding the metabolic parameters analysed after
60d on this diet (i.e. cholesterolemia, fast and fed glycemia and insulinemia) (data not
shown). Therefore, the data presented here are from pooled results of groups containing
comparable numbers of each gender. The animals were used in accordance with the
guidelines of the Institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation of the

UNICAMP.

2.2 PLASMA BIOCHEMICAL ANALYSIS

Animals were fasted for 12h or had free access to food (fed) before blood sampling,
which was carried out between 9:00 and 11:00 am. Blood samples were collected from
either the neck vessels (after decapitation) or the tail tip. Total cholesterol was measured in
fresh plasma in the fasting state using a standard commercial kit, according to the
manufacturer’s instructions (Boehringer Mannhein, Germany). Glucose levels (fast and fed)
were measured using a glucose analyzer (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics,
Switzerland) and plasma insulin (fast) was measured by radioimmunoassay (RIA) using rat

insulin standard.

2.3 TEST OF ORAL GLUCOSE TOLERANCE (GTT) AND INSULIN TOLERANCE (ITT)

At the end of diet period, mice were submitted to GTT or ITT. For the GTT, mice
were fasted for 12h and a blood sample was taken from the tale tip to determine the initial
glycemia (t=0). A glucose load (1.5 g/kg body weight) was then administered by oral
gavage and additional blood samples were collected and glycemia measured at different
time points (15, 30, 60 and 90 min). The ITT was performed in a separated fed mice group
which had its initial blood glucose (t=0) measured just before the injection of insulin (0.5
U/kg body weight of human insulin - Biohulin®R, Biobrds — Brazil). Blood samples were
collected at 10, 15, 30 and 60 min after insulin injection to determine the glucose levels.
For both tests, the glucose levels were measured using an Accu-Check Advantage (Roche

Diagnostic, Switzerland). The results of GTT is presented as absolute glycemia values and
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AUC (Area Under Curve) and ITT data, as percentage to the initial glycemia values (t=0)
and AUC.

2.4 ISLET ISOLATION

Islets were isolated by injection of 3mL type V collagenase solution (1.7mg/mL in
Hank’s balanced salt solution pH 7.4) (EC 3.4.24.3, Sigma, St Louis, MO — USA) within
the pancreas, followed by incubation at 37°C for 24 min then washes in Hank’s to remove
collagenase. After separation with Histopaque 1077 (Sigma), pancreatic islets were
individually collected under a dissecting microscope. Fresh islets were used for determining
glucose-stimulated insulin secretion or homogenized in an anti-protease cocktail for

immunoblotting.
2.5 INSULIN SECRETION

For determining glucose-stimulated insulin secretion, five fresh islets were added to each
microtube (20-30 microtubes/group) and preincubated for 30 min at 37°C in 0.5 mL
bicarbonate-buffered Krebs solution (BBKS; composition in mM: NaCl 112, KC1 5, MgCl1
1, CaCl 25, NaHCOs 1, HEPES 15) containing 5.6 mM glucose and 3mg/mL bovine serum
albumin and equilibrated to pH 7.4 with a mixture of 95% O, - 5% CO,. The islets were then
incubated for 1 h at 37°C in 0.5 mL BBKS supplemented with either 2.8 or 16.7 mM
glucose. Aliquots of the supernatant fraction were taken and stored at —20°C. The insulin
content within the samples was determined by RIA and expressed as ng per islet/h (Carvalho

et al.,2010).
2.6 WESTERN BLOT

Pools of islets from all the experimental groups were homogenized in an anti-
protease cocktail for immunoblotting (Leite et al., 2005). The protein content was
determined by the Bradford method (Bio-Rad, Hercules, CA — USA). The protein
concentration of different samples was set as 50ug/uL and incubated for 1h at 37°C with

5X concentrated Laemmli sample buffer (30% of volume). The protein samples were then
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separated by electrophoresis in 8% polyacrylamide gels and transfered to nitrocellulose
membrane (Bio-Rad), and staining with Ponceau S solution (Sigma) to compare
corresponding bands. Membranes were blocked overnight at 4 °C with TTBS (0.05 mol/L
Tris-buffered saline, TBS, pH 7.4, containing Tween 20 0.05% [vol/vol]) plus 5% dry
skimmed milk (wt/vol). During 2 h at room temperature (RT), membranes were incubated
with the primary antibody (anti-Cx36; Zymed, South San Francisco, CA — USA) diluted
(1:350) with 3% dry skimmed milk in TTBS. Then, the specific secondary antibody
conjugated with horseradish peroxidase (HRP) (Zymed; dilution 1:2500) was incubated for
1h in TTBS plus 1% dry skimmed milk. Subsequently, membranes were washed and the
detection of antibodies was performed using an enhanced chemiluminescence kit
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL - USA) and autoradiography film (Amersham, Cleveland, OH - USA). Band intensities
were quantified by optical densitometry using the Image J analysis software

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). After stripping, the membranes used for Cx36 detection were

reblotted with an anti-Beta-actin, antibody as a loading control and the values were
expressed as a ratio of Cx36/Beta-actin signals. The specificity of antibodies was confirmed
in brain homogenates used as positive controls as previously described (Carvalho et al.,

2010).
2.7 CO-LOCALIZATION OF CX36 AND INSULIN

Pancreas were frozen in n-hexane with liquid nitrogen and sectioned in a cryostat.
Sections (8 um thick) were fixed with acetone at —20°C for 3 min and stored at -20°C until
the immunofluorescence staining. All sections were incubated for 1 h with 5% dry
skimmed milk solution (wt/vol. in TBS), then with the primary antibody (rabbit anti-Cx36;
Zymed; dilution 1:30 in TBS plus 3% dry skimmed milk) for 2h at room temperature (RT),
followed by a 2h-incubation at RT with the specific FITC-labelled secondary antibody
(Sigma; dilution 1:300 in TBS plus 1% dry skimmed milk). After, the sections were
incubated for 1h and 30min with guinea pig anti-insulin antibody (Dako, Glostrup -
Denmark; dilution 1:100) and then with the specific TRITC-conjugated secondary antibody

(Sigma; dilution 1:150). Finally, sections were mounted with Vectashield Mounting Media
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(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and observed using a confocal laser-scanning
microscope (LSM 510 META; Zeiss, Hamburg, Germany). To allow comparison among all
animal groups studied, islet sections were processed and analyzed by immunofluorescence
during the same session using identical confocal parameters. For negative control, sections
were incubated with 3% dry skimmed milk only (wt/vol in TBS); the primary antibody

omission did not result in a consistent labelling of islet cells.
2.8 HISTOLOGICAL PROCESSING

Pancreas from all experimental groups were removed, weighed and fixed for 18h in
either Bouin solution, in case of insulin labelling, or in 4% paraformaldehyde (in TBS) for
Ki67 and TUNEL reaction. Each pancreas was sectioned in 3 to 5 fragments and each piece
embedded separately in paraffin. Two to three blocks from each pancreas were serially
sectioned (5 pum thick slice). One to two sections per block (given two to six sections
analyzed per pancreas) were randomly selected and processed for either insulin, Ki67

immunoperoxidase reaction or TUNEL assay.
2.9 IMMUNOHISTOCHEMISTRY FOR INSULIN AND K167

After paraffin removal, the sections were rehydrated and, in the case of Ki67
labeling, treated with Sodium Citrate buffer (0.01M, pH 7.6) for 60 min in a steam cooker
to retrieve the Ki67 antigenicity. After washing with TBS, endogenous peroxidase was
blocked using hydrogen peroxide (0.3% H,0, in methanol [vol/vol]) for 30 min followed
by incubation with 5% dry skimmed milk in TBS (wt/vol) for 1h. The sections were, then,
incubated with guinea pig anti-insulin (Dako, dilution 1:50) or rat anti-Ki67 (TEC3; Dako,
dilution 1:20) overnight at 4°C. For insulin reaction, sections were incubated with the
secondary antibody, anti-guinea pig IgG conjugated with HRP (Zymed, dilution 1:1500),
for 1h and 30min. For Ki67 detection, 45 min incubation with a biotinylated anti-rat IgG
(Dako, dilution 1:75) was performed followed by 30 min-incubation with streptavidin-HRP
(Invitrogen, Carlsbad, CA — USA, dilution: 1:200), both at RT. Then, sections were treated
with 10% 3,3’diaminobenzidine (DAB, in Tris HCI buffer 0.1M, pH 7.4 [wt/vol]) (Sigma)
and 0.2% H,0, in TBS (vol/vol). Finally, the sections were quickly stained with Ehrlich’s



Capitulo 11

Hematoxylin and mounted for microscopy observation. The rate of beta cell proliferation
was determined by counting the number of Ki67-positive cell nuclei within the islet core
(x100) and dividing it by the total number of islet nuclei. As indexes of beta cell
neogenesis, we determined the frequency of association between islet and duct as well as
the presence of insulin-positive cells within the duct epithelium and clusters of beta cells
(containing less than 5 cells) budding from or nearby the ducts (Montanya & Téllez, 2009).
All insulin-positive ductal cells were counted and divided by the area of the corresponding

pancreas section. Beta cell neogenesis was expressed as insulin® cells/um?.
2.10 TUNEL ASSAY

To prepare specimen for TUNEL staining, paraffin pancreas sections were dewaxed
and equilibrated in TBS, followed by incubation with Proteinase K solution (Sigma,
20pg/mL in 0.01M Tris-HCI pH 7.4) for 20 min at RT. After washing, sections were treated
with 0.01% Triton X-100 and 0.1% Sodium Citrate solution in distilled water for 5 min.
Following washing, the reaction mixture, containing terminal deoxynucleotidyltransferase
(TDT), labeled nucleotides, and DNA polymerase, was then applied to sections in a
humidified chamber for 60 min at 37°C, according to the manufacturer’s instructions (Kit
In Situ Cell Death Detection, KIT POD, Roche). After washing, anti-fluorescein antibody
peroxidase conjugate was added to the sections for 30 min at 37°C. Sections were washed,
incubated with DAB substrate as described above, and after stained with Ehrlich’s
Hematoxylin, they were visualized by light microscopy. Positive control sections were
treated with DNAse enzyme (3U/mL in 0.05M Tris-HC1 pH 7.4, 0.01M MgCl, and
Img/mL albumin) for 15 minutes at RT previously the TUNEL reaction. The negative

control sections were exposed to enzyme TDT only, instead of the whole TUNEL mixture.
2.11 MORPHOMETRY

The pancreas morfometry was performed mostly in immunolabelled insulin
sections, as previously described with some modifications (Inuwa & Mardi, 2005, Sone &
Kagawa, 2005). Briefly, all islets (with at least 5 cells or more) of the pancreas sections

selected (n=6 sections/animal, n=8-11 animals/group, given n=450-800 islets/group) were
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photographed with a digital camera (Nikon FDX-35) coupled to a light microscope (Nikon
Elipse E800) and images were captured by an image analysis system (Image Pro Plus for
Windows). All the stereological measurements were done in these digitalized images using

the free software ImageTool (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). The beta cell

relative area was determined by dividing the total area of insulin positive cells by the islet
area multiplied by 100. The islet relative area was calculated by dividing the sum of total
islet area by the pancreas sectional area multiplied by 100. The estimated total islet mass
(mg) was calculated by multiplying the pancreas weight by the mean of islet relative area.
The estimated total beta cell mass (mg) was calculated by multiplying the total islet mass
by the mean of percentage of beta cells within islet. The mean of number of islets per

pancreas section was also determined.
2.12 STATISTICAL ANALYSES

All numerical results were expressed as the mean + standard error of the mean
(SEM). Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism Version 4.00 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). For comparing a pair of experimental
groups, the statistical significance was assessed by t-Student test. For multiple comparisons,
the statistical significance was assessed by ANOVA followed by the Bonferroni test. The

significance level was set at p<0.05.

3 RESULTS

31 HiGH FAT DIET AND DEFICIENCY OF LDLR RESULT IN

HYPERCHOLESTEROLEMIA AND DISTURBANCES OF GLUCOSE HOMEOSTASIS

The measurement of plasma cholesterol showed that LDLr-/- animals, when fed a
low fat diet (LF), already display hypercholesterolemia that is markedly aggravated after
high fat diet (HF) ingestion for 60d (Figure 1a). Increase of plasma cholesterol level was

also observed in WT mice after HF diet (Figure 1a), the experimental groups can be placed
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in an ascending order of cholesterolemia as follows: HF LDLr-/- >> LF LDLr-/- > HF WT>
LF WT.

In addition to the changes in cholesterol levels, HF diet induced, in both WT and
LDLr-/- mice, a significant increase in weight gain (p<0.0005) (Figure 1b) as well as an
enhancement in fasting and post-prandial blood glucose levels (p<0.0005) (Figure 1c and d)
as compared to animals treated on LF diet for the same period (control group). In the fed
state, glucose level was slightly, but significantly, higher in LDLr-/- than in WT mice
(169.1 £ 8 (14) x 190.7 = 6 (19) mg/dL, WT x LDLR-/- respectively, p<0.05; Figure 1d)
after HF diet. Regarding the fasted plasma insulin concentration (Figure le), the WT group
fed a high fat diet showed a 5-fold increase (p=0.0002) in this parameter while the group
LDLr-/- diet had an increase of 2.2 fold (p<0.05) in relation to their respective control mice.
Therefore, treatment with high fat diet resulted in a relatively lower hyperinsulinemia in

LDLr-/- in comparison with WT mice.

In order to further investigate the metabolic disorder presented by these animals, we
performed glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance tests. As shown in Figure 2, the
increase in blood glucose concentration after an oral glucose load was markedly enhanced,
at all time points analyzed, in HF-fed mice as compared to LF-fed ones (Figure 2a). The
incremental area under curve of the GTT was significantly greater in the HF-fed mice as
compared to those fed a low fat diet (LF) (p<0.02) (Figure 2b). These results indicate that
HF diet induces glucose intolerance in both WT and LDLr-/- animals. In accordance with
previous report (Bonfleur e al. 2010), LDLr-/- mice fed a LF diet already display a glucose
intolerance, that was comparable to the HF-fed WT group (Figure 2 a,b). In addition, the
area under the curve of the GTT in HF-fed LDLr-/- mice was significantly greater than that
of HF-fed WT mice (p<0.01), suggesting a higher metabolic susceptibility after HF of

LDLr-/- mice in comparison with WT mice.

The ITT analysis showed that the glucose intolerance seen in WT group fed HF diet
was associated with peripheral insulin resistance (Figure 2c, d). In contrast, administration

of HF diet for 60d to LDLr-/- mice induced only a tendency of insulin resistance in this
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experimental group (Figure 2c, d). Accordingly, i.p injection of insulin load for the ITT
protocol resulted in similar plasma removal rates of glucose in both WT and LDLr-/- mice
when fed LF diet. These findings show that LDLr-/- animals are not significantly insulin

resistant even when challenged with a diet rich in lipids.

3.2 HiGH FAT DIET AND LDLR-/- DEFICIENCY INDUCE REDUCED GLUCOSE-

STIMULATED INSULIN SECRETION BY ISOLATED PANCREATIC ISLETS

Since the HF diet-induced hyperglycemia and glucose intolerance was not followed
by significant insulin resistance in the case of LDLr-/- mice, we investigated the possibility
that the pancreatic islet insulin secretory ability was reduced in these animals. As shown in
Figure 3, islets from LDLr-/- as well as WT mice fed a HF diet displayed a significant
reduction in insulin secretory response to glucose (Figure 3b, d) that was much more
pronounced in LDLr-/- islets. Islets from WT animals fed a HF diet showed an unaltered
16.7 mM glucose-stimulated insulin secretion yet a significant higher basal secretion (2.8
mM glucose) (p<0.005) in comparison with islets isolated from LF-fed WT animals (Figure
3a). Meanwhile, islets from HF-fed LDLr-/- mice displayed a normal basal secretion
(2.8mM glucose) but a significant decrease in stimulated insulin secretion (to 16 mM
glucose) as compared to its control (LF-fed LDLr-/- mice) (p<0.013). In addition,
comparing WT and LDLr-/- islets at low-fat condition, LDLr-/- islets secreted less insulin
at the same supralimiar concentration of glucose (16.7 mM) (1.349 + 0.1711 ng/islet.h) than
the WT islets (5.391 + 0.4801 ng/islet.h) (p<0.0001). These results suggest that the islets
from LDLr-/- mice are less sensitive to glucose than islets from WT animals which can
explain the relatively lower insulinemia and higher glucose intolerance in these mice after

HF diet.



Capitulo 11

3.3 DECREASED INSULIN SECRETION INDUCED BY HF-DIET WAS ASSOCIATED
WITH A REDUCTION IN GAP JUNCTIONAL CX36 ISLET CONTENT IN BOTH LDLR-/- AND
WT ISLETS.

In order to investigate the role of the Cx36-made GJ channels in the markedly
reduced insulin secretory response to glucose of LDLr-/- islets, we analyzed the Cx36 islet
content and distribution by Western Blot and immunofluorescence. As shown in the Figure
4, Cx36 immunolabelling was detected exclusively in insulin-secreting beta cells within the
islets. No differences in Cx36 cell distribution was observed in pancreas cryosections from
WT and LDLr-/- mice fed a HF diet in comparison with those that received LF diet (Figure
4a, b, ¢ and d). Nevertheless, 60d exposure to HF diet induced a significant reduction in
Cx36 islet content in WT mice and a tendency of reduction in LDLr-/- mice (p<0.03; one-

tailed t Student test) (Figure 4i and k).

3.4 LACK OF COMPENSATORY HYPERPLASIA OF THE ENDOCRINE PANCREAS IN

PREDIABETIC LDLR-/- MICE.

Regarding the histology of the pancreatic islet, no marked differences were
observed among WT and LDLr-/- control or treated groups (Figure 5). Morphologically,
pancreatic islets from all experimental groups exhibited a normal structure, characterized
by a shape ranging from round to oval, surrounded by a very thin capsule of reticular fibers
that separates it from the exocrine pancreatic parenchyma. The islet parenchyma consists of
cords of endocrine cells interspersed by fenestrated capillaries. The islets, regardless the
experimental group, showed a typical cytoarchitecture characterized by a core of beta cells

surrounded by a mantle of non-beta cells (Figure 5a, b, ¢ and d).

Nevertheless, the HF diet for 60d induced significant morphometric changes in the
endocrine pancreas of WT mice (Figure 5a and b). The treated group showed a significant
increase in islet mass (p=0.0006) (Figure 5f), beta-cell mass (p=0.0002) (Figure 5g) and in
the number of islets per transversal pancreas section (p<0.01) (Figure Sh) when compared
to low fat-fed mice. These results suggest that the endocrine pancreas of the HF-fed WT

undergoes hyperplasia that is probably compensatory to the increasing demand for insulin
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induced by the diet in these animals (Ahrén et al., 2010; Collins et al., 2010; Peyot et al.,
2010).

In contrast to WT, LDLr-/- mice showed no significant changes in these
morphometric parameters when fed a HF diet (Figure Sc and d). No increase in islet or beta
cell mass was observed in these mice after HF diet (Figure 5 f-h). Meanwhile, HF-fed
LDLr-/- mice displayed a significant reduction in pancreas weight when compared to their

LF-fed control group (Figure 5 e).

To investigate whether the lack of endocrine pancreas hyperplasia observed in the
LDLr-/- was due in part to reduced beta cell proliferation, we performed immunolabeling of
Ki67 protein, which is a suitable marker for cell proliferation in endocrine pancreas
(Gianani, 2011; Sone and Kagawa 2005). Figure 6 shows that when submitted to HF diet
ingestion, WT and LDLr-/- islets display a higher rate of beta-cell proliferation (Ki67
positive cells) in comparison with their respective control group (LF fed mice). In order to
investigate the neogenesis degree in the endocrine pancreas of these animals, we determine
the frequency of association between islet and duct as well as the presence of insulin-
positive cells within the duct epithelium and small clusters of beta cells budding from or
nearby the ducts. As shown in Figure 7, no significant differences were observed between
the LF-fed and HF-fed WT mice regarding these two parameters (islet-duct association and
frequency of insulin positive ductal cells), taken as indicative of neogenesis (Figure 7 b,d).
Meanwhile, the frequency of islet-duct association was significantly reduced in HF-fed
LDLr-/- mice as compared to those fed a LF diet. Additionally, we observed an overall low
frequency of islet positive ductal in pancreas of LDLr-/- mice, that was of an order of 100-
1000 fold lower than that observed in WT mice, that was not altered after HF diet (Figure 7
d).

Since hyperlipidemia is often associated with increased cell death within the islet
due to lipotoxicity (Del Prato, 2009), we performed the TUNEL assay to determine the

apoptosis index in the endocrine pancreas from all experimental groups. As shown in the

41



Capitulo 11

Figure 8, no detectable reaction, as obtained by TUNEL, was observed in any of the

pancreas sections analyzed from WT and LDLr-/- mice.

4 DISCUSSION

The pathogenesis of T2DM is complex but it ultimately depends on the pancreatic
beta cell functional state. Hyperlipidemia has been pointed out as one of the important
predisposition factors leading to the glucose homeostasis disturbances of T2DM (Ding et
al., 2010). Bonfleur and colleagues (2010) have demonstrated that a moderate
hypercholesterolemia impairs the beta cell insulin secretion, leading to glucose intolerance
without affecting peripheral insulin sensitivity in LDLr-/- mice fed a low-fat diet. We have
recently suggested that impairment in gap junction-mediated intercellular communication
(GJIC) may be involved in the development of pre-diabetes in WT C57BL/6 mice fed a HF
diet (Carvalho 2009). The present study is an extension of these two previous works that
addresses whether severe hyperlipidemia associated with a pre-diabetes affects beta cell
communication, function and growth. For that, we have used wild-type (WT; LDLr+/+) and
LDLr-/- C57BL/6 mice fed a low or high-fat diet to yield a range of different degrees of

hypercholesterolemia.

As predicted, our experimental animals displayed marked differences in the plasma
level of cholesterol being the lowest cholesterolemia value observed in the low fat diet-fed
WT mice and the highest, in the high fat diet-fed LDLr-/- mice. The experimental groups
can be placed in an ascending order of cholesterolemia as follows: HF LDLr-/- >> LF
LDLr-/- > HF WT> LF WT. These results are in accordance with other works showing that
high fat diets and LDLr gene mutation per se induce marked increase in plasma cholesterol
levels in mice (Bonfleur et al., 2010; Coenen & Hasty 2007; Winzell & Ahrén 2004; Merat
et al. 1999).

Associated with the hypercholesterolemia, the exposure to HF diet for only 60 days
(8 weeks) induced in C57BL/6 mice (WT and LDLr-/-) a moderate hyperglycemia,
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hyperinsulinemia, resistance to insulin and marked intolerance to glucose. These metabolic
disturbances characterize the well-known pre-diabetic state that corresponds to the initial
phase of the T2DM (Ding et al., 2010; Tripathy & Chavez, 2010; Rhodes, 2005). The
deleterious effect of HF diets on glucose homeostasis has been demonstrated in several
models employing different animal species, diet formula and period of diet exposure
(Collins et al., 2010; Prentki & Nolan, 2006; Winzell & Ahrén, 2004; Merat et al., 1999).
Previous works have shown that C57BL/6 mice, in comparison with other mice strains,
display larger glycemic responses to diet challenge and stress suggesting that this strain
may carry a genetic predisposition to develop T2DM (Winzell & Ahrén 2004; Surwitt et
al., 1988). The fact we have observed here that a short time exposure (60d) to HF diet was

enough to induce a pre-diabetic state in C57BL/6 mice confirms this hypothesis.

Under the experimental conditions tested here, LDLr-deficient mice displayed a
relatively high susceptibility to the diet as judged by their marked hypercholesterolemia,
postprandial hyperglycemia and intolerance to glucose. Several works have shown that
LDLr-/- mice do respond metabolically to HF diets (Bie et al., 2010; Schreyer et al., 2002;
Merat et al., 1999). In accordance with our data, Schreyer and colleagues (2002) suggested
that LDLr-/- male mice (6 weeks old) fed a diabetogenic diet (35.5% fat content, mainly
lard) up to 16 weeks were more susceptible to diet-induced obesity and hyperglycemia than
WT C57BL/6 animals. Nevertheless, this idea has been challenged by others.
Karagiannides and colleagues (2008) showed that LDLr-/- female mice (4-6 weeks old)
were more resistant in developing hyperglicemia and glucose intolerance in response to
western-type diet (21.1% fat content) for 15 weeks when compared to the WT mice,
suggesting that LDLr deletion may have a protective effect on diet- induced obesity and
metabolic disturbances. The discrepancies between these studies may reside in the
difference of fat diet content employed where highest fat content could result in saturation
of the metabolic pathways that control body fat deposition and glucose homeostasis, as
suggested previously (Karagiannides et al., 2008). In addition, the animal age may have an

influence (Collins et al., 2009) which can explain the fact that our LDLr-/- animals (16-20
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weeks old) already became obese and presented metabolic alterations following only 8

weeks of high fat diet exposure.

It is well known that in T2DM pathogenesis, the intolerance to glucose is usually
preceded by a peripheral insulin resistance state that can be associated or not with an
impairment in insulin secretion (Peyot et al., 2010; Tripathy & Chaves, 2010; Prentki &
Nolan, 2006; Rhodes, 2005). In our model, HF diet induced in WT mice, besides insulin
resistance, a significant decrease (25%) in insulin secretory islet response to glucose mainly
due to an increase in basal insulin output, that is in accordance with previous work (Collins
et al., 2010). In addition, we described here for the first time that LDLr-/- mice when fed a
HF diet display a much more severe impairment in the stimulated insulin secretion in
comparison with the WT mice. The insulin secretory response of islets isolated from HF-
fed LDLr-/- mice was 50% lower than those from LF diet-fed LDLr-/- mice. Even under a
low fat balanced diet, LDLr-/- mice showed a relatively low stimulated insulin secretion;
this observation agrees with our previous work (Bonfleur et al., 2010). This markedly
impairment in insulin secretion explains, at least partially, the relatively severe intolerance
to glucose observed in LDLr-/- mice (fed a HF diet) that surprisingly did not displayed a
significant insulin resistance. The mechanism underlying the reduced insulin secretion in
response to glucose seen in LDLr-/- islets is still unknown. LDLr-/- beta cells do not
internalize native lipoproteins such as LDL and VLDL, that are known to increase
apoptosis rate and reduce the level of the insulin gene transcription (Roehrich et al. 2003).
Nevertheless, it is possible that LDLr-/- beta cells may be susceptible to the harmful effects
of oxidized LDL, that form and accumulate in these mice and can be taken up by a distinct

type of receptors, the scavenger receptors (Palinski et al., 1995).

To unravel one possible mechanism that could explain, at least partially, the
deleterious effect of high fat diet exposure and deletion of LDLr gene on insulin secretion,
we investigated the level of Cx36 beta cell content in WT and LDLr-/- islets from mice that
received LF diet or HF diet. Cx36 is the protein that forms the GJ channels between beta
cells within the pancreatic islets (Carvalho et al., 2010; Rupnik, 2009; Serre-Beinier et al.,

2009). A large body of evidence has accumulated indicating that GJ and its constitutive
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protein are required for the fine regulation of the biosynthesis, storage and release of
insulin, particularly in response to glucose (Carvalho er al., 2010; Leite et al., 2005;
Calabrese et al., 2004, 2003; Le Gurun et al., 2003; Serre-Beinier et al. 2002). More
recently, we have demonstrated that hypercholesterolemic and pre-diabetic WT mice, fed a
HF diet, showed a significant reduction in Cx36 islet content, that correlated well with a
significant decreased in beta cell-beta cell coupling mediated by GJs (Carvalho et al.,
2009). In agreement with this data, Allagnat et al. (2008) demonstrated that in vitro chronic
exposure to the free fat acid palmitate inhibits the Cx36 expression in beta cell line. Our
hypothesis was that Cx36 down-regulation contributes to the reduced glucose sensitivity
and altered insulin secretion in WT and LDLr-/- islets from mice fed a HF diet. If this was
true, we would see a direct correlation between the decrease in Cx36 islet levels and a
decrease in stimulated insulin secretion or a increase in levels of animal circulating
cholesterol levels. Indeed, HF diet exposure elicited a decrease in Cx36 islet content in both
WT and LDLr-/- mice; nevertheless, the effect was similar in both animals despite their
marked differences in insulin secretory response. This result reinforces the idea that
impairment of the Cx36-made GJ channels is involved in the altered insulin secretion
observed during pre-diabetic stage. However, since reduced Cx36 islet content did not
correlated directly with the decreased secretory response specifically in the case of the
LDLr-/- islets, it is possible that other defects in the stimulus-secretory coupling process
may be associated with LDLr gene deletion. For instance, it has been shown that initial key
steps involving glucose uptake and metabolism are impaired in LDLr-/- mice fed a low fat
diet (Bonfleur et al., 2010). Additional defects in more distal steps of insulin secretion
process, including membrane depolarisation, Ca** entry and changes in open/close state
frequency of the GJ channels, may be also compromised in these animals fed a HF diet. It is

a matter of future work to understand the effect of LDLr deficiency in insulin secretion.

Islet compensatory response to insulin resistance, involving increase in beta cell
mass, is a recognized feature in obesity and T2DM (Prentki & Nolan, 2006; Rhodes 2005).
Long-term regulation of beta cell mass is determined by the balance of beta cell growth,

resulted of replication and neogenesis, and beta cell loss through apoptosis or necrosis
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(Montanya & Téllez, 2009; Prentki & Nolan, 2006; Rhodes, 2005). Our WT mice fed a HF
diet displayed a marked increase in beta cell mass probably due to mainly beta cell
proliferation, as indicated by Ki67 immunoreaction. Interestingly, HF diet -fed LDLr-/-
mice showed no morphometric alterations indicative of hyperplasia of the endocrine
pancreas despite the fact that the beta cell proliferation index was similar to that observed in
WT mice. Beta cell apoptosis was not detected by TUNEL assay in any of the experimental
groups. The next step was to evaluate the beta cell neogenesis in WT and LDLr-/- animals.
For that, we have used indirect indicators such as the proximity of islets to pancreatic ducts
and the presence of insulin-positive cells within the ductal epitelium or forming small
clusters nearby the ducts (referred herein as insulin-positive ductal cells) (Gianani, 2011;
Montanya & Téllez, 2009). Overall, our data suggest that the neogenesis process may be
somehow impaired in endocrine pancreas of LDLr-/- mice. The evidences for that are two:
1) HF-fed LDLr-/- mice displayed a significant decrease in the frequency of islet-duct
association in comparison to those fed a LF diet, and 2) the number of insulin-positive
ductal cells per pancreas section area was 100 to 1000 fold lower in LDLr-/- mice as
compared to WT ones. Nevertheless, further work is needed to determine the cellular
pathways that lead to the apparent low remodeling capacity of the endocrine pancreas of

LDLr-/- mice.

Taken all together, we demonstrated that hypercholesterolemia correlated well with
the observed intolerance to glucose and reduced insulin secretion in both WT and LDLr-/-
mice fed a HF diet. The pre-diabetic state induced by HF diet intake is associated with a
decreased Cx36 content in both WT and LDLr-/- islets that suggests a possible role of the
GJ mediated intercellular communication in the pathogenesis of T2DM. The higher
metabolic susceptibility to HF diet seen in LDLr-/- mice, as compared to WT, may be
explained by a relatively high deficiency in insulin secretory response to glucose and
absence of compensatory hyperplasia of the endocrine pancreas. So, we propose here that
WT and LDLr-/- mice fed a HF diet for 60d constitute a suitable model for studying beta
cell proliferation process and the deleterious effect of LDLr-/- deficiency on beta cell

growth dynamic, respectively.
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Figure 1. Plasma cholesterol, glucose, insulin levels and body weight gain in wild-type
(WT) and LDLr-knockout (LDLr-/-) mice after high fat diet (HF). HF diet for 60 days
induces significant increase in cholesterolemia (a), body weight gain (b), fast and post-
prandial glycemia (c, d) in both mice (WT HF and LDLr-/- HF) as compared to those fed a
low fat diet (WT and LDL-/-). Regarding the insulin plasma concentration (), WT fed a
HF showed a marked increase in plasma level of this hormone while a much smaller
increase in this parameter was observed in HF diet-treated LDLr-/- mice. All values
represent the mean + SEM. Data in panel (b) are expressed as percentage in relation to the
initial weight value (before HF diet). In panel (e), the results are expressed as percentage in
relation to the mean value of its own control group (fed a normal diet). Graph (a) n=19-35;
(b) n=80-87; (c) n=37-48; (d) n=14-19 and (e) n=24-33 animals per group. *p<0.05 and
*##%p<0.0005 as compared to its respective control fed a LF diet (Student’s t test). #p<0.001
as compared to WT control (fed a LF diet) (ANOVA followed by Bonferroni’s test).
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Figure 2. Glucose and insulin tolerance test in WT and LDLr-/- mice fed a high fat
diet (HF). After 60d treatment, both WT and LDLr-/- HF-fed mice display marked
intolerance to glucose (a) as demonstrated by the incremental area under the curve (AUC)
as depicted in panel b; values in a and b are mean + SEM of 10-13 mice per group.
Regarding the insulin tolerance test (ITT) (c), only WT HF-fed mice present a significant
insulin resistance as seen by the AUC depicted in panel d; values in ¢ and d are mean +
SEM of 15-21 mice per group.*p<0.02, **p<0.01 and ***p<0.0001 as compared to its
respective control group (fed a LF diet) (Student’s t test).
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Figure 3. Glucose-stimulated insulin secretion in islets from WT and LDLr-/- mice fed
a low fat (LF) or high fat diet (HF). HF diet (for 60d) induces a significant increase in
basal insulin secretion (2.8 mM) in WT islets (a) and a decrease in glucose-stimulated
(16.7 mM) insulin release in LDLr-/- islets (c). Islets from both WT and LDLr-/- mice fed a
HF diet displayed a significant reduction in insulin secretory response to glucose when
compared to their control group fed a LF diet (b, d). Insulin release within the supernatant
is expressed as mean + SEM (ng/islet.h) in a and c. In graphs b and d, the data are
expressed as fold increase over basal mean value. The number of independent observations
was three for WT and four for LDLr-/- group, n=20-30 microtubes with 5 fresh islets in
each tube. *p<0.02; **p<0,005 and *** p<0,001 in comparison with its respective LF
(Student’s t test).
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Figure 4. Cx36 distribution and cell content in the endocrine pancreas of WT and
LDLr-/- mice fed a low fat (LF) or a high fat diet (HF).

Photomicrographs show the immunostaining for Cx36 in pancreatic islet sections of WT
fed a LF (a) or HF diet (b) as well as of LDLr-/- mice fed a LF diet (c) or HF diet (d).
Images e, f, g, h show double labeling for Cx36 and insulin in the same islets. They are
representative of four independent experiments. Sonicates of isolated islets were
immunoblotted for Cx36 (1). The protein was mostly detected in its dimeric (66 kDa) form.
Densitometric evaluation, relative to the internal control B-actin (j), revealed a significant
decrease of Cx36 in HF-fed mice (k). Values are the mean + SEM of 7 membranes from
four independent experiments. Bar, 20 um. *p <0.022 in comparison with its control group
(Student’s t test).
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Figure 5. Histological and morphometric analysis of pancreas from WT and LDLr-/-
mice fed a low fat (LF) or high fat diet (HF).

Images a - d are endocrine pancreas sections processed for insulin immunoperoxidase from
the different groups studied: WT (a), WT HF (b), LDLr-/- (¢) and LDLr-/- HF (d). No
significant morphological changes were observed in pancreatic islets of HF-fed animals in
comparison with their respective controls (fed a normal diet). Nevertheless, HF diet
induced a marked decrease in pancreas weight (e) and increase in islet (f) and beta cell
masses (g), as well in islet number/section (h) in WT mice while LDLr-/- animals displayed
no significant morphometric changes after HF diet for 60d. **p<0,01 and ***p<0,001 as
compared to its respective LF control (Student’s t test). Bar, SOum.
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Figure 6. Beta cell proliferation, as assessed by Ki67 immunolabelling, in pancreatic
islets from WT and LDLr-/- mice after low fat (LF) or high fat diet (HF). Images show
pancreatic islets of similar sizes immunolabelled for Ki67 (arrows), of WT (a), WT HF (b),
LDLr-/- (¢) and LDLr-/- HF (d) groups. WT mice after HF diet showed an increase of
220% in beta cell proliferation as compared to its control group (e), corroborating the data
from morphometric analysis (see Figure 5). Surprisingly, the LDLr-/- mice also showed a
high beta cell proliferation (increase of 265%) after HF. **p<0.005 and ***p<0.0001 in
comparison with its respective LF group (Student’s t test). Bar, SOum.
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Figure 7. Neogenesis in the endocrine pancreas of WT and LDLr-/- mice fed a low fat
(LF) or a high diet (HF).

Images (a) and (c) are pancreas sections processed for insulin immunoperoxidase of HF-fed
WT mice. Image (a) shows an islet associated with a duct while the image (c) shows insulin
positive cells within the ductal epithelium. The painel (b) displays the percentage of large
islets (=5 cells) associated to ducts in relation to the total islet number. A total of 450-800
islets were analysed per group. In case of painel (d), all small clusters of insulin-positive
cells (<5 cells) and ductal-insulin positive cells were counted and divided by the total area
of the pancreas section. Data were obtained from six pancreas section from each animal (n=
4-6 animals/group) **p <0.05 as compared to its respective control (Student’s t test). Bar,
S0um.
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Figure 8. Apoptosis index, assessed by TUNEL technique, in pancreatic islets from
WT and LDLr-/- mice after low fat (LF) or high fat diet (HF). Images show pancreatic
islets of similar sizes of WT (a), WT HF (b), LDLr-/- (¢) and LDLr-/- HF (d) mice. No cell
apoptosis, as indicated by the absence of TUNEL reaction, was detected in any pancreas
section analyzed. Image (e) depicts a positive control pancreas section after treatment with
DNAse. Bar, 50um.
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POSSIVEL ENVOLVIMENTO DA VIA DE SINALIZACAO
WNT/BETA-CATENINA NA HIPERPLASIA COMPENSATORIA DA
CELULA BETA PANCREATICA EM MODELO ANIMAL DE

DIABETES TIPO 2

1 INTRODUCAO

A incidéncia de diabetes melito tem crescido consideravelmente nas ultimas
décadas. Estimativas mostram que esta desordem enddcrina/metabdlica pode atingir mais
de 300 milhdes de pessoas em todo mundo em 2030 (Wild et al., 2004). Dentre os tipos de
diabetes, a diabetes melito tipo 2 (T2DM) tem uma incidéncia e prevaléncia maior, cujo
nimero de portadores vem aumentando devido ao crescente sedentarismo e obesidade
associados ao estilo de vida ocidental. O quadro de T2DM ¢ caracterizado por moderada
hiperglicemia associada a resisténcia periférica a insulina e relativa deficiéncia de insulina
circulante (American Diabetes Association, 2011). As alteragdes metabdlicas que precedem
a diabetes tipo 2 sd@o acompanhadas por alteracdes compensatérias do pancreas enddcrino,
como aumento na secre¢do de insulina e/ou hiperplasia/hipertrofia da célula beta (Sone &

Kagawa, 2005).

H4 um grande interesse na determinagdo das vias envolvidas na proliferacdo da
célula beta, devido a possibilidade da aplicacdo deste conhecimento na terapia celular da
diabetes (Yelsin & Lammert, 2008). Em especial, a via de sinalizagdo da Wnt/beta-catenina
tem sido pouco investigada no pancreas enddcrino. Em outros tecidos/6rgdos, a beta-
catenina constitui ndo somente um componente estrutural das juncdes de adesdo (Collares-
Buzato, 2007), mas também é uma molécula sinalizadora juntamente com as Wnts, as quais
sdo importantes em varios processos celulares, tais como diferenciacdo e proliferacdo (Jin
et al., 2008; Murtaugh, 2008). No pancreas, em particular, tem sido demonstrado o
envolvimento da via Wnt/beta-catenina na organogénese deste 6rgdo (Murtaugh et al.,

2005; Heller et al., 2002).
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A sinalizagdo da via Wnt/beta-catenina (via candnica) ocorre a partir da ligagdo de
uma das proteinas da familia Wnt a receptores de membranas denominados Frizzled, que
juntamente com a proteina relacionada a LDL (LRP, do inglés, Low-Density Lipoprotein
Receptor Related Protein), iniciard uma cascata de reagdes no meio intracelular (Angers &
Moon, 2009). O complexo protéico composto por Axina, APC (do inglés, Adenomatous
Polyposis Coli), GSK3B (do inglés, Glycogen Synthase Kinase 3f) e CKl (do inglés,
Casein Kinase 1) sdao responsdveis pela fosforilacdo da beta-catenina livre no citoplasma,
encaminhando-a para degradacdo em proteossomos (Murtaugh et al., 2008). Quando ha
sinalizagdo pelas proteinas da Wnt, este complexo € inativado por Frizzled, LRP e
Dishevelled levando a um aumento da concentracdo intracelular de beta-catenina. Com o
acimulo de beta-catenina livre no citoplasma, ha migracdo dessa proteina para o nicleo e
associagdo com TCF /LEF1 (do inglés, T-cell factor/lymphoid enhancer factor) induzindo a
transcricdo dos genes alvo da Wnt, como por exemplo, a ciclina D1 e c-Myc que atuam
como indutores de crescimento e proliferacao celular (Champeris Tsaniras & Jones, 2010;

Angers & Moon, 2009; Murtaugh et al., 2008; Hoppler & Kavanagh, 2007).

Este trabalho teve como objetivo investigar a possivel ativacdo da via Wnt/beta-
catenina durante o processo de proliferacdo compensatoria da célula beta frente a
resisténcia periférica induzida em camundongos por dieta hiperlipidica por curto periodo

(60 dias).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados, neste trabalho, camundongos C57BL/6 (wild-type, WT), machos,
com 16 a 20 semanas (4 a 5 meses) de idade. Todos os animais foram obtidos do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (Campinas, SP) e mantidos em condi¢des controladas de
temperatura e ciclo claro-escuro (de 12h), alimentados com racdo e 4dgua ad libitum até o

momento da experimentagdo. Os experimentos deste projeto foram aprovados pela
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Comissio de Etica na Experimental Animal da instituicio (CEEA-IB-UNICAMP)
(protocolo no. 1884-1).

2.2 DIETA

Os camundongos do grupo tratado foram colocados em dieta com uma ragdo
preparada no laboratério com alto teor de lipidios (HF) (21% em peso; 40,3% em kcal) por
60 dias. A composicdo desta racdo (em pd) estd mostrada na Tabela I. Os camundongos
controles receberam uma ragdo balanceada com contetido normal de lipidios (4,5% em
peso, 8,0 % em kcal; ragdo padrdo em pd; Nuvital CR-1, Colombo, PR) pelo mesmo
periodo de tempo. Os contetidos de sais minerais € vitaminas na ra¢ao hiperlipidica foram,

aproximadamente, os mesmos da racdo padrao.

Tabela I — Composicdo das ragdes.

Componentes g% Racdo Normal Racao Hiperlipidica

Proteinas 22,0 20,0
Carboidratos 53,0 50,0
Lipidios 4,5 21,0
Outros* 20,5 8
kcal/g 2,9 4,7

* Fibras, vitaminas e sais minerais
2.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DO PANCREAS

A andlise morfologica do péancreas enddcrino dos animais dos dois grupos
experimentais (n=5 animais por grupo experimental) foi feita utilizando-se técnica
histolégica de rotina. Para tal, os animais foram sacrificados em camara de CO, para
retirada dos pancreas; estes foram pesados e fixados em solu¢do de Bouin (25% de

formaldeido, 75% de acido picrico saturado e 5% de 4cido acético) ou de paraformaldeido

63



Capitulo 111

4% (diluido em 0,05 M de Tampao Trisma Base em salina, pH 7,4; TBS). por 16-18 horas.
Ap6s fixacdo, cada pancreas foi seccionado em 5 fragmentos (1, correspondendo a cabeca,
a 5, regido da cauda). Em seguida, cada fragmento foi processado pelas técnicas rotineiras
de embebi¢cdo em parafina (Histosec pastilhas, Merck, Darmstadt - Alemanha). Trés dos
fragmentos foram selecionados de uma maneira sistematica (Inuwa & Mardi, 2005)
(fragmentos 1, 3 e 5) e, de cada fragmento, foram obtidas seccdes semi-seriadas de 5 pm
(com espacamento de 100 pm entre cortes) até esgotamento total do bloco. As laminas

obtidas foram processadas para imunoistoquimica para insulina ou beta-catenina.
2.4 IMUNOISTOQUIMICA PARA BETA-CATENINA OU INSULINA

Os cortes de pancreas foram, inicialmente, desparafinizados e hidratados seguindo
um protocolo de rotina. No caso especifico da reagdo para beta-catenina, os cortes foram
submetidos a exposi¢do antigénica com uma solucio tampao de citrato de sédio (0,01M em
agua MilliQ, pH 7,6) por 1h em panela a vapor. Apds lavagem com TBS, foi feito bloqueio
da peroxidase enddégena com uma solu¢do de 0,3% de perdxido de hidrogénio (em metanol)
por 30 min seguido de incubacdo com 5% de leite em pd desnatado em solucdo de 0,1%
Tween 20/TBS (TTBS) por 1h. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo anti-
beta-catenina (Zymed, South San Francisco, CA — USA) (produzido em camundongo,
diluicdo 1:50 em TBS contendo 3% de leite em pd desnatado) ou anti-insulina (Dako,
Glostrup - Denmark) (produzido em cobaia, dilui¢gdo 1:150 em TBS contendo 3% de leite
em po desnatado) por 12h a 4°C. Apds lavagem com TBS, os cortes foram incubados com
anti- IgG de camundongo conjugado com peroxidase (HRP) (Sigma, St Louis, MO - USA)
(no caso da reagdo para beta-catenina) ou com anti-IgG de cobaia conjugado com HRP
(Sigma) (diluicao 1:1500 em TBS contendo 1% de leite em p6 desnatado), por 1h e 30min
a temperatura ambiente (TA). A revelacdo do complexo antigeno-anticorpo foi feita com
uma solu¢do contendo 10% de diaminobenzidina (DAB) (Sigma) e 0,2% de perdxido de
hidrogénio (Merck) em TBS. Finalmente, apds lavagens com &dgua destilada, os cortes
foram rapidamente contra-corados com uma solucdo aquosa de Hematoxilina de Ehrlich

(diluida 1:10 em d4gua destilada), desidratados em solucdes crescentes de etanol e,
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montados em Bdlsamo Sintético do Canadd (Synth - Brasil) para observagdo ao

microscopio de luz.

2.5 MORFOMETRIA DO PANCREAS ENDOCRINO

As laminas obtidas a partir do processamento dos pancreas e imunoistoquimica para
insulina, descritos anteriormente, foram utilizadas para a andlise morfométrica do 6rgdo.
Foram analisados os seguintes parametros: 1) drea absoluta e relativa de célula beta/célula
ndo-beta, 2) drea absoluta e relativa da ilhota/pancreas, 3) massa estimada (mg) do pancreas
enddcrino; 4) massa estimada (mg) de célula beta por pancreas e 5) nimero médio de
ilhotas por seccdo transversal. Para tal, foram utilizados métodos estereolégicos descritos
na literatura, com pequenas modificagdes (Inuwa & Mardi, 2005; Sone & Kagawa, 2005).
Todas as ilhotas (com ou mais de 5 células cada) de dois cortes de cada bloco (1, 3 e 5;
nimero total de cortes analisados = 6 por animal) do pancreas foram fotografadas com uma
camera digital (Nikon FDX-35) acoplada a um microscépio de luz (Nikon Elipse E800) e
as imagens capturadas por um sistema de andlise de imagens (Image Pro Plus for
Windows). As imagens das seccdes do pancreas foram fotografadas com uma camera
digital (Nikon) acoplada a uma lupa (Nikon). Todas as medidas morfométricas foram feitas
utilizando o software livre ImageTool (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). A drea
relativa de célula beta foi expressa em porcentagem, a qual foi determinada pela divisdo da
area total de células positivas para insulina pela drea da ilhota e multiplicando-se por 100.
A drea relativa das ilhotas foi expressa em porcentagem, a qual foi determinada pela
divisdo da somatoria das dreas totais das ilhotas pela drea de seccdo transversal do pancreas
e multiplicando-se por 100. A estimativa da massa total de ilhotas (mg) foi calculada
multiplicando-se o peso do péancreas pela area relativa das ilhotas. A estimativa da massa
total de célula beta (mg) foi calculada multiplicando-se a massa total de ilhotas pela area
relativa de célula beta. Todas as ilhotas amostradas foram somadas e divididas pelo nimero

de cortes analisados para expressar o niimero de ilhotas por secgdo transversal.
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2.6 INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR NO PANCREAS ENDOCRINO

A proliferacdo das células enddcrinas foi determinada em cortes de pancreas
incluidos em parafina e marcados para Ki67 pelo método de imunoperoxidase indireta. Para
tal, os pancreas foram fixados em paraformaldeido 4% (Sigma) por 16-18 horas,
seccionados em 3 fragmentos (A, cabeca; B, corpo; C, cauda), os quais foram incluidos em
parafina (Merck). Para a reacdo, foram utilizados 2 cortes por fragmento correspondente ao
corpo e a cauda (fragmentos B e C) de cada animal. Apds desparafinizacdo e desidratacao
dos cortes, a recuperacdo antigénica foi realizada em uma panela a vapor com tampao
citrato de sédio (0,01 M, pH 6,0) por 1h. Em seguida os cortes foram lavados em TBS,
permeabilizados com uma solucdo de 0,1%Triton X-100 em TBS por 10 min, novamente
lavados em TBS e, entdo, realizado o bloqueio da peroxidase endégena por 20 min a TA
com uma solu¢do contendo 3% H,0O, em metanol. Posteriormente, os cortes foram lavados
em TBS e submetidos a solu¢do bloqueadora (TTBS; TBS, 0,1% Tween 20 e 3% leite em
p6 desnatado) por 1h a TA. Em seguida, os cortes foram novamente lavados em TBS e
incubados por 12h a 4°C com anticorpo primario anti-Ki67 (Dako), diluido 1:20 em TBS
contendo 1% de leite em p6 desnatado. Apds incubagdo, os cortes foram lavados em TBS e
incubados novamente com o anticorpo secundario biotinilado especifico (Dako, diluicao
1:75 em TBS contendo 1% de leite em p6 desnatado) por 45 min a TA. Os cortes foram,
entdo, lavados com TBS e incubados com estreptoavidina-HRP (Kit LSAB, Dako) por 30
min a2 TA. Em seguida, a reacdo foi revelada com DAB, e os cortes contra-corados e
montados para observacdo em microscopia de luz. Todas as ilhotas dos cortes foram
fotografadas e o indice de proliferacdo celular nas ilhotas foi estimado contando-se o
nimero de células positivas para Ki67 e dividindo pelo nimero total de células enddcrinas

na ilhota (Sone & Kagawa, 2005).

2.7 Co0-LOCALIZACAO DE BETA-CATENINA E INSULINA EM CORTES DE
CONGELAMENTO DE PANCREAS

Os pancreas foram congelados em n-hexano com nitrogénio liquido e cortados em

criostato (cortes com 8§ um espessura). Os cortes foram fixados com acetona a -20°C por 3
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minutos e mantidos a -20°C até o momento de reacdo de imunofluorescéncia. Todas as
seccoes foram incubadas por 1h com solucdo de TBS contendo 5% de leite em pd
desnatado e, em seguida incubadas, seguido de incuba¢do com o anticorpo primario (anti-
beta-catenina; Zymed) (dilui¢do 1:150 em TBS contendo 3% leite em p6 desnatado) por 2h
a TA. Posteriormente, foi feita a incubacdo dos cortes com o anticorpo secundério
especifico marcado com fluoresceina (FITC) (Sigma) (dilui¢do 1:200 em TBS contendo 1%
leite em p6 desnatado [wt/vol]) por 2h a TA. Em seguida, as sec¢des foram incubadas por
1h e 30min com anti-insulina (Dako) (diluicdo 1:200 em TBS contendo 1% de leite em po
desnatado) e anticorpo secunddrio especifico conjugado com rodamina (TRITC) (Sigma,
dilui¢do 1:300 em TBS contendo 1% de leite em p6 desnatado). Finalmente, as sec¢des foram
montadas com Vectashield (Vector Laboratories, USA) e observadas através de microscopio
de varredura confocal a laser (LSM 510 META; Zeiss, Hamburg — Alemanha). Para fazer a
andlise comparativa entre os grupos estudados, as sec¢Oes dos diferentes animais foram
processadas e analisadas por imunofluorescéncia durante a mesma sessdo, utilizando os
mesmos parametros do microscopio confocal. Para o controle negativo, sec¢des foram
incubadas com TBS contendo 3% leite em p6 desnatado ao invés do anticorpo primério; a

omissao do anticorpo primario ndo resultou em marcacdo das células das ilhotas.

2.8 ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

Para isolamento de ilhotas, foram injetados no pancreas 3mL de solugdo de
colagenase tipo V (EC 3.4.24.3, Sigma) (1,7mg/mL em solu¢cdo de Hanks, pH 7.4;
composi¢do: NaCl 136 mM, KCl1 5,4 mM, CaCl,.2H,0 1,26 mM, MgSO,7H,0 0,81 mM,
KH,PO, 0,44 mM, Na,HPO, 0,34 mM, NaHCO; 4,2 mM pH 7.4, suplementada com 5,6
mM de glicose e 1 mg/mL de albumina). O pancreas foi, posteriormente, incubado a 37°C
por 24 min. A suspensdo de ilhotas obtida foi lavada trés vezes com solu¢do de Hanks para
remocdo da colagenase. Apds a separacdo com Histopaque 1077 (Sigma), as ilhotas
pancredticas foram coletadas individualmente sob lupa. As ilhotas coletadas foram

homogeneizadas em coquetel anti-protease para procedimento de Western Blot.
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2.9 WESTERN BLOT

Aliquotas contendo, aproximadamente, 300 ilhotas de cada grupo experimental
foram homogenizados, com o auxilio de um sonicador, em coquetel anti-protease
(composicao: 10 mM imidazol pH 7,4; 4 mM EDTA; 1 mM EGTA; 200 uM DTT; 0,5
pg/mL pepstatina; 200 KIU/mL aprotinina; 200 pM fenilmetilsufonilfluoreto; 2,5 pg/mL
leupeptina e 30 pg/mL inibidor de tripsina). A quantificacdo de proteinas totais nos
homogeneizados foi feita através do método de Bradford utilizando o reagente da Bio-Rad
(Hercules, CA - USA). Uma quantidade de 50 pg de cada amostra foi incubada por 1h a
37°C com 30% em volume de tampdo amostra Laemmli (5x concentrado) (Carvalho, 2010)
e, posteriormente, aplicada em gel de 8% de acrilamida. Em seguida, as proteinas foram
separadas através de eletroforese e transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
nitrocellulose (Bio-Rad). A membrana foi corada com solu¢do Ponceau S (Sigma) para
confirmacdo da transferéncia adequada das proteinas. Para deteccdo das proteinas, as
membranas foram bloqueadas overnight a 4°C com TTBS contendo 5% leite em pé
desnatado. Em seguida, as membranas foram incubadas a TA por 2 h com anticorpo
primdrio (Tabela II) diluido em TTBS contendo 3% leite em p6 desnatado. Apds lavagens
com TTBS, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundério especifico
conjugado com HRP (Tabela II) por 1h a TA diluido em TTBS contendo 1% de leite em p6
desnatado. As membranas foram lavadas novamente, e a detec¢do dos anticorpos foi feita
utilizando-se o kit de quimioluminescéncia SuperSignal (Thermo Fisher Scientific - USA) e
filme radiogrifico (Amersham - USA). O tamanho das bandas foi quantificado por

densitometria Optica utilizando o programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Como o

controle interno da quantidade de proteinas aplicada no gel, as membranas foram
reincubadas com o anticorpo anti-beta-actina apds serem submetidas ao processo de
“stripping”, que consiste na remog¢do dos anticorpos através da incubacdo da membrana
com tampao stripping (tampao fostafato de sédio 0,05 M, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 0,1
M) a 60°C por 5 min. Os valores da densitometria dptica foram expressos como razio entre

o valor da banda da proteina alvo pelo valor da banda de beta-actina (controle interno). A
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especificidade dos anticorpos foram confirmados em amostras de células da linhagem
celular prostética cancerosa LNCaP.

Tabela II. Dilui¢Ges anticorpos

Primario Secundério

Anti-beta-catenina 1:800 Anti-mouse [gG HRP 1:2500
Anti-beta-catenina ativada  1:500 Anti-mouse [gG HRP 1:2000
Anti-ciclina D 1:200 Anti-rabbit [gG HRP 1:1500
Anti-c-Myc 1:150 Anti-rabbit IgG HRP 1:1000
Anti-beta-actina 1:700 Anti-mouse IgG HRP 1:1500

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (SEM). Analise
estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism Version 4.00 for
Windows (GraphPad Software, USA). A significincia estatistica entre dois grupos
experimentais foi determinada usando-se o teste t- de Student uni ou bicaudal. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.

3 RESULTADOS

Como demonstrado no capitulo 2 dessa dissertacdo, a dieta hiperlipidica (HF) por
60 dias induz em camundongos C57BL/6, wild-type (WT), de ambos os sexos, alteragdes
metabdlicas tipicas do estado de pré-diabetes, ou seja, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
intolerancia a glicose e resisténcia periférica a insulina. Este estado de resisténcia periférica
a insulina foi associado, em ambos os sexos, com uma hiperplasia compensatdria da massa
de célula beta (Capitulo II). Esses dados foram confirmados aqui quando se avaliou
somente animais machos. Como observado na Tabela III, a dieta HF induziu aumento na
area da ilhota, na drea da célula beta com conseqiiente aumento de massa total tanto das

ilhotas como das células beta. A andlise morfométrica do pancreas enddcrino também
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revelou um aumento no nimero de ilhotas por sec¢do histoldgica nos animais submetidos a
dieta HF. Ainda, a andlise de proliferacdo celular, pela imunomarcacdo da proteina Ki67,
mostrou que as células betas das ilhotas de animais alimentados com dieta HF apresentaram
uma maior taxa de replicacdo quando comparada aos animais do grupo controle (0,28 +
0,058 [n=114] x 0,83 = 0,14 [n=80] p=0,0001, células Ki67+/células totais da ilhota; WT x

WT HF respectivamente), corroborando, assim, os dados da morfometria.

Com o propésito de investigar a possivel ativacdo da via Wnt/beta-catenina, foi
avaliada a distribuicdo celular da beta-catenina em cortes histologicos de pancreas.
Segundo a literatura, a localizag¢do citoplasmaética ou nuclear dessa proteina frequentemente
estd associada a ativagcdo dessa via de sinalizacdo (Schohl & Fagotto, 2002). Como mostra a
Figura 1 a e b, a imunolocalizacdo da beta-catenina foi similar nas ilhotas pancredticas de
ambos os grupos experimentais. Ainda, foi realizada uma imunofluorescéncia indireta para
beta-catenina e insulina para melhor localizacio de beta-catenina no caso de possivel
acumulo desta proteina no citoplasma ou no nucleo de células beta pancreaticas (Figura 1 ¢
e d). No entanto, a imunorrea¢do para beta-catenina revelou uma localiza¢do na regido de

contato intercelular tanto em ilhotas do grupo controle como as do tratado.

Ainda, foi analisada a expressdo protéica de algumas proteinas envolvidas na via
Wht/beta-catenina através de Western Blot. A densitometria revelou um pequeno aumento,
ndo significativo, no contetdo celular de beta-catenina total em homogeneizados de ilhotas
dos animais alimentados com dieta HF em comparacdo com os do grupo controle (Figura
2). J4 a expressdo protéica de beta-catenina ativada (forma desfosforilada) apresentou um

aumento significativo em ilhotas do grupo tratado em relacdo ao grupo controle (Figura 3).

No que diz respeito a expressdo de c-Myc, os grupos ndo apresentaram diferenca
entre si (Figura 4). No entanto, observou-se um pequeno aumento, porém significativo
(p<0,05) de ciclina D nos animais tratados com dieta HF quando comparados aos animais

controles (Figura 5).
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4 DISCUSSAO

Com a crescente incidéncia de T2DM, tem havido um grande interesse no
desenvolvimento de novos processos € metodologias que possam ser aplicados na terapia
celular da T2DM (Tahara et al., 2011; Yelsin e Lammert 2008). Para tal, existem modelos
para estudo que avaliam, por exemplo, a disfuncdo secretora da célula beta, o
desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina, o comprometimento da sinalizacdo
intracelular de insulina entre outras complicacdes associadas a T2DM. A linhagem de
camundongo C57BL/6 tem sido amplamente empregada para o estudo de T2DM, pois se
apresenta como um modelo robusto para indu¢do dos distirbios metabdlicos caracteristicos
desta doenga através da administracdo de dieta hiperlipidica e/ou glicocorticéides como
dexametasona (Ghaisas et al., 2009; Winzell & Ahrén 2004). Partindo desta premissa,
induzimos um estado de pré-diabetes em camundongos C57BL/6 com emprego de dieta HF
por 60 dias, em conseqii€éncia foi observado alteracdes na massa do pancreas enddcrino
(hiperplasia), o que nos levou a verificar a possivel ativacdo da via Wnt/beta-catenina no

pancreas enddcrino destes animais.

z

Como mencionado anteriormente, a via Wnt/beta-catenina € ativada quando
proteinas da familia das Wnts se ligam aos receptores especificos de membrana,
denominados Frizzled. A ativagdo desses receptores resulta em fosforilagdao das proteinas
intracelulares denominadas Dishevelled, as quais, por sua vez, bloqueiam a enzima GSK3p3,
que normalmente fosforila a beta-catenina. Como resultado disto, beta-catenina ndo
fosforilada (ativada) acumula-se no citoplasma e € translocada para o nticleo interagindo
com o complexo protéico TCF/LEF e ativando a transcricdo de determinados genes
(Angers & Moon, 2009). Estudos visando identificar um possivel envolvimento dessa via
em processos fisiopatoldégicos ou experimentais que resultem em sua ativagdo tém utilizado
como estratégias: 1) o uso de animais com “perda e ganho de funcdo” (loss-of-function;
gain-of-function) de determinadas proteinas associadas a via, 2) a andlise da distribuicao
celular da beta-catenina, cuja presenca no citoplasma e nicleo indica ativacdo e 3) a andlise

da expressdo génica e protéica de agonistas ou antagonistas da via Wnt/beta-catenina.
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Trabalhos tém mostrado que a via Wnt/beta-catenina estd envolvida nos processos
de desenvolvimento e morfogénese de diversos tecidos e 6rgdos, tais como o encéfalo e
medula espinhal (Li et al., 2005), rim (Kispert et al., 1998), e figado (Thompson & Monga,
2007). Ainda, como demonstrado por Paige e colaboradores (2010), a diferenciacdo de
células tronco embriondrias humanas em células cardiacas (cardiomidcitos) envolve a
ativacdo da via Wnt/beta-catenina e “cross-talking” entre essa via e aquela mediada pela
activina A/BMP4. No figado, a via Wnt/beta-catenina estd associada nio somente ao
desenvolvimento deste 6rgao como ao crescimento, regeneragdo e metabolismo hepatico de
glicose, glicogénio e lipidios, sugerindo que essa via desempenharia também um papel na

regulacdo da homeostase funcional do figado (Liu et al., 2011; Thompson & Monga, 2007).

A via Wnt/beta-catenina tem sido também estudada no pancreas, em particular nos
diferentes estdgios da organogénese deste 6rgdo. Tem sido demonstrado que, durante o
desenvolvimento inicial do endoderma, a inibicdo da via Wnt/beta-catenina € necessiria
para a especificagdo do pancreas (revisdao por Murtaugh, 2008). Entretanto, o crescimento e
diferenciacdo das linhagens celulares no pancreas fetal dependem da ativacdo dessa via.
Heller e colaboradores (2002) demonstraram que durante o desenvolvimento do pancreas
ocorre expressdo de cinco proteinas da familia Wnt e oito membros de receptores Frizzled,
bem como a expressdo de Dishevelled, beta-catenina e GSK3f. Essa ativacdo parece
particularmente importante no caso das células acinares pancredticas, cuja especificacdo e
diferenciagdo dependem da fun¢do da beta-catenina. Pancreas de camundongos knockout
para beta-catenina apresentam hipoplasia acentuada da por¢do exdcrina (Wells et al., 2007),
enquanto que, a inativacdo do gene que codifica a proteina APC, um inibidor da via de
sinalizacdo Wnt/beta-catenina, resulta em hiperplasia do pancreas exdcrino. (Strom et al.,

2007)

Quanto ao papel da via da Wnt/beta-catenina no desenvolvimento e fun¢do das
células enddcrinas pancredticas, incluindo a célula beta, este permanece controverso.
Dessimoz e colaboradores (2005) observaram, em camundongos knockout condicional para
beta-catenina, uma pequena diminuicdo na massa da ilhota pancredtica associada a um

quadro de pancreatite. Murtaugh e colaboradores (2005), por sua vez, utilizando animal
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knockout para beta-catenina especifica do péancreas, sugeriram que esta proteina
desempenha uma funcdo no desenvolvimento de células acinares progenitoras, contudo
mostraram que o pancreas enddcrino desenvolveu-se normalmente na sua auséncia. Em
contraste, um trabalho independente, utilizando embrides de galinha, relatou que a ativagado
da Dbeta-catenina inibe a diferenciacdio do pancreas enddécrino devido a um
comprometimento da expressdo génica da neurogenina 3 (um dos marcadores da célula
beta) (Pedersen et al., 2005). Em condi¢des in vitro, Wnt3a e meio condicionado de
adipdcitos (rico em proteinas Wnts) induziram proliferacao celular e a secrecao de insulina
em linhagem de célula beta Ins-1, via ativacdo da expressdao génica de ciclina D1(Schinner

et al. 2008).

Com o intuito de se estudar o papel da via Wnt/beta-catenina na hiperplasia da
célula beta em condi¢des in vivo e na fase adulta, utilizamos camundongos C57BL/6, wild-
type que foram tratados com uma dieta hiperlipidica (contendo 21%g de lipidios) por 60d.
Nessas condi¢des, os camundongos tornaram-se obesos e pré-diabéticos. O estado de
resisténcia periférica a insulina apresentado por esses animais foi associado com uma
hiperplasia compensatéria da massa de célula beta. Nossos dados mostram um aumento
significativo de beta-catenina ativada (desfosforilada) em ilhotas de animais alimentados
com dieta HF, sendo que o actiimulo desta proteina € uma marca clara de ativacdo da via
Wnt candnica (Murtaugh et al; 2005). Ainda, os animais submetidos a dieta HF
apresentaram aumento do contetido celular de ciclina D, indicando proliferacao das células
das ilhotas desses animais. Levando-se em consideragdo esses dados preliminares, a via
Wht/beta-catenina parece estar ativada durante o processo de hiperplasia do pancreas endocrino
observada no nosso modelo animal. Entretanto, o fato da beta-catenina nio ter sido
imunodetectada no citoplasma e/ou niicleo das células beta nessas condicdes, indica que
experimentos adicionais serdo necessdrios para confirmar a ativagdo in vivo da via
Whnt/beta-catenina no pancreas enddcrino. Entretanto, a importancia dessa via na
patogénese da T2DM tem sido reforcada pelas recentes descobertas em genética humana
mostrando a relac@o entre polimorfismos no gene de TCF7L2 (um dos membros da familia

TCF/LEF) e uma predisposicao para T2DM (Grant ef al., 2000).
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Tabela III. Andlise de parametros morfométricos do pancreas endécrino de camundongos

C57BL/6 machos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF) por 60 dias.

Peso Area ilhota Area de Massa ilhota Massa
Grupo pancreas m’ (n) célula beta me (N) célula beta N ilhotas/sec¢iio
mg (N) : pm? (n) & mg (N)
IWT 195.0+£17.85 7018 + 5861 + 0.8505 0.6496 + 8.964 + 0.6028
5) 597.2(269)  507.1 (269) 0.08891 (5) 0.09391 (5) Q)
11030 £+ 9519 2.100 = 1.799 =
184.2 + 18.36 " " " " 13.30 £ 1.439
4 WT HF ) 935.6 (399)*  822.7 (399) 0.3043 (5) 0.2690 (5) (5)% (<0,03)

(p<0,002)  (p<0,001) (p<0,005) (p<0,004)

Os dados apresentados nessa tabela correspondem a média £+ SEM (N). O asterisco
representa uma diferenca significativa entre o grupo tratado com a dieta HF e seu

respectivo controle, (N) o niimero de animais e (n) o nimero de ilhotas analisadas.
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S FIGURAS

Figural. Imunolocalizacio de beta-catenina em cortes histolégicos de pancreas
endocrino de camundongos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF).

Imagens a e b mostram cortes de pancreas processados por imunoperoxidase para beta-
catenina em camundongos submetidos a dieta normal (a) ou HF (b) por 60 dias. Nao foi
observada diferenca na marcacdo para esta proteina nos diferentes grupos estudados. Ja as
imagens ¢ e d mostram seccOes de pancreas congelados e processados por
imunofluorescéncia para co-localizacdo de beta-catenina (verde — FITC) e insulina
(marcag@o em vermelho — TRITC) em animais controle (a) e tratados com dieta HF (b). Em
ambos 0s grupos, a imunoreagdo nao revelou marca¢ao consistente de beta-catenina fora da
regido da membrana plasmdtica. Em a e b, barra, 50pum; em c e d, barra 20pm.
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Figura 2: Expressio protéica de beta-catenina em ilhotas pancreaticas de
camundongos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF).

A imagem (a) mostra a deteccdo de beta-catenina através de Western Blot em
homogeneizados de ilhotas pancreaticas de animais alimentados com dieta controle (WT)
ou HF por 60 dias (WT HF). Para o controle interno da quantidade de proteina total
aplicada, a membrana foi submetida ao procedimento de “stripping” e re-incubada com o
anticorpo anti-beta-actina (b). Em (d) estdo mostrados os valores da densidade Optica de
beta-catenina normalizados em relacdo aos valores obtidos para beta-actina. A andlise
estatistica nao revelou diferenca significativa entre os grupos estudados. Em (c) mostra o
controle positivo para articorpo beta-catenina em linhagem celular de cincer prostatico
(LNCaP). Foram analisadas 4 membranas, provenientes de 4 experimentos independentes.
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Figura 3: Expressido protéica de beta-catenina ativada em ilhotas pancreaticas de
camundongos submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF).

A imagem (a) mostra a detec¢cdo de beta-catenina ativada (forma desfosforilada) através de
Western Blot em homogeneizados de ilhotas pancredticas de animais alimentados com dieta
controle (WT) ou HF por 60 dias (WT HF). Para o controle interno da quantidade de
proteina total aplicada, a membrana foi submetida ao procedimento de ‘“‘stripping” e re-
incubada com o anticorpo anti-beta-actina (b). Em (d) estdo mostrados os valores da
densidade Optica de beta-catenina normalizados em relacdo aos valores obtidos para beta-
actina. O conteddo protéico de beta-catenina ativada foi significativamente maior em
ilhotas de animais tratados com HF em comparacdo com ilhotas de animais do grupo
controle (* p<0.05, teste t de Student, unicaudal) entre os grupos estudados. Em (c) mostra
o controle positivo para beta-catenina ativada em linhagem celular de cincer prostatico
(LNCaP). Foram analisadas 3 membranas, provenientes de 2 experimentos independentes.
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Figura 4: Expressao protéica de c-Myc em ilhotas pancreiticas de camundongos
submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF).

A imagem (a) mostra a detec¢do de c-myc através de Western Blot em homogeneizados de
ilhotas de animais alimentados com dieta controle (WT) ou HF por 60 dias (WT HF). Para
o controle interno da quantidade de proteina total aplicada, a membrana foi submetida ao
procedimento de “stripping” e re-incubada com o anticorpo anti-beta-actina (b). Em (d)
estdo mostrados os valores da densidade Optica de c-myc normalizados em relagdao aos
valores obtidos para beta-actina. A andlise da densitometria ndo revelou diferenca entre os
grupos estudados (n=1). Em (c) mostra o controle positivo para c-myc em linhagem celular
de cancer prostatico (LNCaP).

78



Capitulo 111

WT WT HF

b) -> - 4= Beta-actina

LNCaP

c) - <= Ciclina D

o
S

CiclinaD
1.00

0.75+

0.50 1

0.25+

Unidade Optica Arbritaria

0.00 T
WT WT HF

Figura 5: Expressao protéica de ciclina D em ilhotas pancreaticas de camundongos
submetidos a dieta normal ou hiperlipidica (HF).

A imagem (a) mostra a deteccdo de ciclina D através de Western Blot em homogeneizados
de ilhotas de animais alimentados com dieta controle (WT) ou HF por 60 dias (WT HF).
Para o controle interno da quantidade de proteina total aplicada, a membrana foi submetida
ao procedimento de “stripping” e re-incubada com o anticorpo anti-beta-actina (b). Em (d)
estdo mostrados os valores da densidade Optica de ciclina D normalizados em relagcdo aos
valores obtidos para beta-actina. O conteido protéico de ciclina D foi significativamente
maior em ilhotas de animais tratados com HF em comparag¢do com ilhotas de animais do
grupo controle (* p<0,05, teste t de Student, bicaudal) entre os grupos estudados. Em (c)
mostra o controle positivo para ciclina D em linhagem celular de cancer prostitico
(LNCaP). Foram analisadas 2 membranas, provenientes de 2 experimentos independentes.
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CONCLUSOES GERAIS

* A dieta hiperlipidica por curto periodo de 60 dias induziu aumento de colesterol
plasmatico em animais WT e acentuou a hipercolesterolemia inata dos animais LDLr-/-.
Além disso, os animais WT e LDLr-/- tornaram-se obesos, hiperglicémicos,

hiperinsulinémicos e intolerantes a glicose caracterizando-os como pré-diabéticos.

* Em relacdo aos aspectos funcionais do pancreas enddcrino, a dieta hiperlipidica induziu
reducdo na resposta secretora de insulina a glicose nos animais WT e LDLr-/-, em
conseqiiéncia do aumento na secre¢do basal de insulina em camundongos WT e a
dimimuicdo na secrecdo estimulada em camundongos LDLr-/-. Ainda, este estudo mostrou
que animais LDLr-/-, mesmo quando alimentados com dieta balanceada, apresentam
secrecado muito menor quando comparados com os animais WT, sugerindo que as células

beta destes animais sdo menos sensiveis a glicose.

* A resposta secretora de insulina diminuida nas células beta dos animais WT e LDLr-/-
alimentados com dieta hiperlipidica foi associada com uma diminuicdo da expressdo de
Cx36 nas ilhotas, sugerindo uma participagdo das jungdes comunicantes no processo de

pré-diabetes.

* As alteracdoes metabdlicas decorrentes da ingestdo da dieta hiperlipidica resultaram, nos
animais WT, em hiperplasia compensatdria das células beta frente a uma maior demanda de
insulina apresentada por estes animais. Ainda, o aumento da massa das células beta nestes

animais foi principalmente decorrente da proliferacdo deste tipo celular, em relacdo a
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Capitulo IV

neogénese. J4 os animais LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica ndo exibiram
alteracdes morfométricas no pancreas enddcrino, o que explica a menor hiperinsulinemia

neste animais em relacdo aquela observada nos WT tratados com a mesma dieta.

* A andlise das proteinas envolvidas na via de sinalizagdo Wnt/beta-catenina nas ilhotas dos
animais que apresentaram hiperplasia compensatéria do pancreas enddcrino, induzida pela
dieta hiperlipidica, revelou um aumento significativo no contetudo celular de beta-catenina
ativada (desfosforilada) e de ciclina D, sugerindo uma possivel ativacdo desta via.
Entretanto, o fato da beta-catenina total ndo ter sido imunodetectada no citoplasma e/ou
nicleo das células beta nessas condigdes, indica que experimentos adicionais serao
necessdrios para confirmar a ativacdo in vivo da via Wnt/beta-catenina no pancreas

endocrino.
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